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Las plaquetas son pequeños fragmentos celulares que circulan en la sangre dispuestas a reparar 
posibles daños vasculares. Sin embargo, bajo determinadas circunstancias su actuación no resulta 
beneficiosa para el individuo. Una de estas situaciones es cuando se forman los trombos que 
provocan los síndromes coronarios agudos. El estudio de las plaquetas mediante técnicas de 
biología molecular y genómicas está limitado debido a su falta de núcleo. Sin embargo, las 
técnicas asociadas a la proteómica no están afectadas por dichas limitaciones y ello las convierte 
en candidatas ideales para investigar los mecanismos moleculares que están implicados en la 
función plaquetaria. 
 
En esta tesis se ha querido analizar la situación del proteoma plaquetario en pacientes con 
síndrome coronario agudo. El objetivo era encontrar posibles proteínas alteradas, que pudiesen 
funcionar como biomarcadores o dianas terapéuticas de la enfermedad, y aportar nuevo 
conocimiento sobre los mecanismos moleculares que regulan el funcionamiento plaquetario. Para 
ello se han realizado dos estudios clínicos consecutivos e independientes en los que se han 
comparado los proteomas plaquetarios de pacientes con dos tipos de síndrome coronario agudo: 
síndrome coronario agudo sin elevación del segmento ST (SCASEST) e infarto agudo de 
miocardio con elevación del segmento ST (IAMCEST), con sus respectivos grupos control 
compuestos de personas con cardiopatía isquémica crónica estable.  
 
La técnica utilizada para la comparación de proteomas fue la electroforesis bidimensional (2-DE) 
y las diferencias detectadas fueron identificadas mediante espectrometría de masas. Una 
selección de los resultados se validó mediante técnicas de biología molecular convencionales 
como la inmunodetección y la inmunoprecipitación. 
 
El análisis comparativo de plaquetas de pacientes agudos y controles crónicos permitió detectar 
40 diferencias significativas (correspondientes con 22 proteínas únicas) en el estudio SCASEST y 
56 (correspondientes con 42 proteínas únicas) en el estudio IAMCEST. El número de diferencias 
significativas disminuyó con el tiempo en ambos estudios lo que indica que son específicas del 
evento agudo. Dos de las diferencias detectadas correspondían a las proteínas de señalización 
ILK y Src. En los estudios de validación se comprobó que las diferencias se debían a 
modificaciones postraduccionales causadas por el evento agudo en las plaquetas de pacientes con 
un SCASEST. En el caso del estudio IAMCEST se demostró que la proteína adaptadora CrkL y la 
forma activa de la quinasa Src (fosforilada en la tirosina 418) se encuentran en mayor cantidad 
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debido al evento agudo en las plaquetas de pacientes con un IAMCEST. En este estudio también 
se realizó un sub-análisis con nuevas muestras para comprobar el estado de activación de la vía 
de señalización del receptor GPVI, recientemente propuesto como posible biomarcador de la 
enfermedad. Este sub-análisis permitió comprobar que dicha vía se encuentra más activada en 
pacientes agudos que en controles crónicos y donantes sanos.  
 
Además de los estudios clínicos, se ha realizado un estudio básico de la vía de señalización de un 
novedoso receptor plaquetario llamado CLEC-2 (Receptor de lectinas tipo C2) cuyo papel en 
trombosis esta siendo investigado intensamente en los últimos años. El objetivo era obtener 
información novedosa sobre la vía y así contribuir al descubrimiento de nuevas dianas 
terapéuticas que mejorasen el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. Para realizar el 
estudio se recogieron muestras de plaquetas de donantes sanos, se activaron con un agonista 
específico del receptor, rhodocytin, y se comparó el proteoma con el de plaquetas sin estimular. 
La comparación se realizó mediante una aproximación combinada de técnicas proteómicas: 
inmunoprecipitación de proteínas fosforiladas en tirosina y electroforesis monodimensional, y 
electroforesis diferencial en gel (2D-DIGE). 
 
En este estudio, tras la activación de las plaquetas con rhodocytin, se detectaron alteraciones en 
un total de en 132 proteínas diferentes. Se pudieron detectar diferencias en todas las proteínas 
que se sabía que jugaban un papel en la vía de CLEC-2 excepto la proteína adaptadora LAT. 
Además, se identificaron varias proteínas que no se sabía que participaban en la vía de CLEC-2 
como son Dok-2, Fer, SHIP-1 y ADAP. Se demostró que, aun siendo fundamentales para la 
activación de la vía, los mediadores secundarios (ADP, TxA2) ejercen una acción diferencial 
sobre los niveles de fosforilación de las proteínas de la vía, según de cual se trate. Por ejemplo, la 
fosforilación en tirosina de Dok-2 se mantiene en presencia de inhibidores mientras que la de 
ADAP no. Por último, la validación de resultados permitió comprobar que la asociación entre las 
proteínas Dok-2 y SHIP-1 aumenta tras activación con rhodocytin. Esta interacción podría 
implicar que las proteínas formen parte de un complejo de regulación negativo de la vía de 
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SKAP2 Fosfoproteína asociada a la quinasa Src (Src kinase-associated phosphoprotein 2) 
(sinónimo: SKAP-HOM) 
SLP-76 Proteína de leucocitos de 76 kDa que contiene un dominio SH2 (SH2 domain-
containing leukocyte protein of 76 kDa) 
SPARC Proteína ácida secretada y rica en cisteína (Secreted protein acidic and rich in 
cysteine) 
Src Tirosina quinasa Src 
Syk Tirosina quinasa del bazo (Spleen tyrosine kinase) 
TBP Tributilfosfina (Tributylphosphine) 
TCA Ácido tricloroacético (Trichloroacetic acid) 
TEMED N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamina (Tetramethylethylenediamine) 
ToF Tiempo de vuelo (Time of flight) 
TxA2 Tromboxano A2 
V Voltio 
Vav1 Factores de intercambio de nucleótidos de guanina Vav1 (Guanine nucleotide 
exchange factors Vav1) 
Vav3 Factores de intercambio de nucleótidos de guanina Vav3 (Guanine nucleotide 
exchange factors Vav3) 
v/v Volumen/volumen 









1.1 Visión general de las plaquetas 
 
El descubrimiento de las plaquetas data de finales del siglo XIX. En el año 1882, Giulio Bizzozero 
publicó un extensísimo trabajo en el que describía lo que parecía ser un tercer componente de la 
sangre que era diferente de los ya conocidos glóbulos rojos y glóbulos blancos [1]. Bizzozero 
había seguido el consejo de Max Schultze, que tras haber detectado en 1865 unas “pequeñas 
esferas incoloras” que viajaban solas pero formaban grupos a menudo, recomendaba para 
“aquellos que tuviesen profundo interés en la investigación de la sangre en humanos el estudio 
de estos gránulos sanguíneos” (traducción libre) [2]. Schultze no fue mucho más allá en la 
caracterización de los nuevos gránulos y fue en cambio Bizzozero quien describió las plaquetas 
con detalle, apuntando características fundamentales como su falta de núcleo y hemoglobina, así 
como lo difícil que era aislarlas de la sangre sin que formasen grumos. Además, Bizzozero realizó 
una serie de experimentos muy elegantes en los que demostró de manera convincente que las 
plaquetas tenían un papel en trombosis (Figura 1) [1,3]. Este descubrimiento fundamental sentó 
las bases para la investigación científica de las plaquetas y sus funciones en el cuerpo humano. 
 
 
Figura 1 - Ilustración clásica de plaquetas dibujada por Bizzozero. En ella se detalla la formación 
de dos trombos en una pequeña arteria de Cavia porcellus [1]. 
 
En una revisión reciente, Barry S Coller diferencia dos períodos en la investigación clínica 
plaquetaria [4]. Coller comienza definiendo un “Período Descriptivo”, que abarcaría desde 
1880 hasta 1960, durante el cual se detallaron muchas de las características clínicas de los 
desórdenes plaquetarios. Después describe un “Período Mecanístico”, que aparecería gracias al 
desarrollo de técnicas de biología molecular, bioquímicas, y recientemente técnicas genómicas, 
proteómicas e informáticas, que han permitido avanzar en el conocimiento, diagnóstico y 
tratamiento de muchas enfermedades plaquetarias [4]. Durante estos últimos años se ha 
avanzado mucho en el conocimiento de las plaquetas y las funciones que llevan a cabo en el 
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organismo. Sin embargo, todavía quedan muchas preguntas por responder y un tema que sigue 
suscitando mucho interés es su papel en trombosis y hemostasia. 
 
A primera vista las plaquetas son uno de los componentes más sencillos de la sangre, sin 
embargo, tras esta aparente simplicidad, se esconde una asombrosa complejidad bioquímica. Se 
trata de pequeños fragmentos celulares que navegan a la deriva en el torrente sanguíneo y son 
producidos en la médula ósea a partir de las únicas células hematopoyéticas poliploides, los 
megacariocitos [5]. Su estructura puede considerarse dividida en cuatro zonas morfológicas: la 
zona periférica, la zona estructural, la zona de orgánulos y el sistema de membranas (Figura 2). 
La primera zona engloba a la membrana plasmática que, al igual que en otras células, está 
formada por una bicapa de fosfolípidos. En la superficie exterior de la plaqueta se encuentra el 
glicocalix, una fina capa compuesta por varias glicoproteínas, proteínas y mucopolisacáridos. Es 
una estructura muy dinámica y sirve no sólo como barrera externa sino como sensor de los 
cambios en la vasculatura que requieren de la acción homeostática de las plaquetas. Así, la 
membrana está cubierta por multitud de proteínas receptoras que facilitan y gestionan la 
adhesión plaquetaria a las superficies vasculares que sufren daños. Los principales receptores 
plaquetarios y sus agonistas principales se pueden consultar en la Tabla 1. 
 






Vía de señalización 
GPIb-V-IX vWF, trombina Rico en leucina Tirosina quinasa 
GPVI Colágeno, CRP Ig Tirosina quinasa 
P2Y1 ADP GPCR Gαq 
P2Y12 ADP GPCR Gαi 
PAR-1 Trombina GPCR Gαq, Gα12/13 
PAR-4 Trombina GPCR Gαq, Gα12/13 
TP Tromboxano A2 GPCR Gαq, Gα12/13 
α2β1 Colágeno Integrina Tirosina quinasa (débil) 




Lectina tipo C Tirosina quinasa 
GPCR: Receptor acoplado a proteína G (G-protein coupled receptor); CRP: péptido relacionado 





En la zona estructural se encuentran los dos sistemas que dan forma a las plaquetas en reposo y 
en estado de activación. Son el sistema de microtúbulos y el sistema de microfilamentos de 
actina-miosina. El primero es el sistema soporte del citoesqueleto y el segundo está involucrado 
en el cambio de forma y la transformación interna que sufren las plaquetas cuando se activan. En 
las plaquetas también existe una zona de orgánulos en la que se pueden distinguir 
principalmente mitocondrias, almacenes de glucógeno y tres formas distintas de gránulos de 
almacenamiento (gránulos densos, lisosomales y α-gránulos). Estos gránulos son característicos 
de las plaquetas y contienen proteínas y diferentes sustancias esenciales para la función 
plaquetaria. Los gránulos densos, llamados así por la apariencia que muestran en micrografías 
electrónicas, almacenan compuestos de baja masa molecular involucrados en los procesos de 
señalización como adenosin difosfato (ADP), adenosin trifosfato (ATP), Ca2+ y 5-HT 
(serotonina). Los lisosomas son similares a los de otros tipos celulares y contienen enzimas 
hidrolíticos. Por último, los α-gránulos son los más numerosos y contienen proteínas de mayor 
masa molecular que son esenciales para llevar a cabo funciones biológicas como la adhesión, la 
agregación, proliferación, inflamación, etc…. La última zona morfológica es el sistema de 
membranas que forman el sistema canicular abierto y el sistema tubular denso. El primero está 
conectado con la membrana plasmática y lo forman canales tortuosos desde ella hasta el interior 
más profundo de la plaqueta. El sistema tubular denso deriva del retículo endoplasmático rugoso 
de los megacariocitos y en él se almacenan ingentes cantidades de iones Ca+2 libres que son 
fundamentales para la regulación del metabolismo plaquetario y la activación. 
 
 




Las plaquetas carecen de núcleo por lo que no se adaptan bien a la definición clásica de célula y 
a menudo se las denomina “células enucleadas”. Su esperanza de vida en sangre periférica es de 
aproximadamente 10 días [7]. Durante este tiempo, su principal función es mantener la 
integridad vascular, reparando los daños que se produzcan en las paredes de los vasos 
sanguíneos y así regular la hemostasia, evitando pérdidas de sangre en el sistema circulatorio. 
Para cumplir con esta función las plaquetas viajan perfectamente situadas cerca de la pared 
vascular debido factores como las características del flujo laminar sanguíneo, su pequeño tamaño 
(2-3 µm de diámetro, ~0,5 µm de anchura y 6-10 fL de volumen) y su forma de disco en estado 
inactivo. Esta función principal de las plaquetas se conoce desde hace tiempo [1] pero las 
plaquetas han demostrado no ser tan sencillas como aparentan y poco a poco se van 
descubriendo otras funciones insospechadas, pero importantes, en otros procesos biológicos 
fundamentales como la inflamación, la inmunidad o el cáncer [8–12]. 
 
En condiciones normales las plaquetas circulan en la sangre en estado de reposo y tienen forma 
de disco. En el momento en que el endotelio de algún vaso sanguíneo sufre daños se exponen a 
la luz del mismo varios componentes subendoteliales de la matriz extracelular. Estos 
componentes, como el colágeno o el Factor de von Willebrand (vWF), interaccionan con las 
plaquetas y las activan. Se produce entonces un cambio estructural en la plaqueta en el que se 
forman unas protuberancias de la membrana plasmática llamadas pseudópodos y la plaqueta 
expande. El proceso de activación es complejo y se divide en tres fases: adhesión, activación y 
agregación (Figura 3). 
 
 
Figura 3 - Las tres fases del proceso de activación plaquetaria (adhesión o anclaje, 
activación, y agregación). Ilustración adaptada de Stegner et al. [13]. 
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Adhesión: En esta fase intervienen los compuestos subendoteliales expuestos debido al daño 
vascular y ciertos receptores plaquetarios. Bajo condiciones normales las paredes endoteliales 
constituyen una superficie no adherente para las plaquetas e inhiben su función secretando 
moléculas inhibidoras como óxido nítrico (NO) [14], prostaglandina I2 (PGI2) [15] y ADPasa 
endotelial, que elimina el activador plaquetario ADP [16]. Cuando se produce una alteración en 
la superficie vascular, bien a causa de una lesión traumática o una alteración patológica, la 
maquinaria inhibidora se interrumpe y entra en juego la matriz subendotelial activadora. En este 
momento la glicoproteína multimérica vWF se une al colágeno expuesto y, bajo condiciones de 
cizallamiento o rozamiento, forma una interacción transitoria e inestable con el complejo 
receptor GPIb-V-IX. Esta interacción reduce la velocidad de las plaquetas lo suficiente para 
permitir que se produzca una adhesión directa de las plaquetas a colágeno a través de la 
integrina α2β1. Una vez estabilizada la interacción plaqueta-colágeno puede interaccionar el 
principal receptor de colágeno plaquetario, la glicoproteína VI (GPVI), y se inicia la activación 
plaquetaria en si misma [17]. 
 
Activación: La activación comprende dos fases rápidas, amplificadas por retroalimentación 
positiva, que tienen como resultado una agregación irreversible. La primera fase se inicia a través 
de la cascada de señalización de GPVI que funciona a través de tirosina quinasas. La unión de 
colágeno a GPVI produce la agrupación del receptor y la subsecuente fosforilación en tirosina de 
la cadena γ asociada no covalentemente al receptor Fc (FcRγ) por tirosina quinasas de la familia 
Src (Src family kinases, SFKs). Esto resulta en un motivo de tirosinas fosforiladas en tándem que 
es reconocido por los dominios de homología 2 con Src (Src homology 2, SH2) de la tirosina 
quinasa del bazo (spleen tyrosine-kinase, Syk) y ésta realiza una serie de fosforilaciones que 
desembocan en la activación de la fosfolipasa C gamma 2 (PLCγ2), lo que tiene como 
consecuencia la producción de inositol 1,4,5-trifosfato y 1,2-diacilglicerol, aumentando así los 
niveles de Ca2+ intracelular. Este aumento de calcio provoca la secreción de los gránulos α y 
gránulos densos, que contienen muchos factores de refuerzo positivo (fibrinógeno, vWF, ADP, 
serotonina, factores de coagulación V y XIII) y que, junto con la trombina generada en la 
superficie plaquetaria, inician la segunda fase de la activación. Estos factores, entre los que se 
incluyen el ADP y el tromboxano A2 (TxA2), son agonistas de receptores específicos de la 
membrana plasmática de las plaquetas y refuerzan la activación de las mismas. La segunda fase 
también incluye el reclutamiento de más plaquetas hacia el lugar del daño vascular lo que 




Agregación: Este es el paso final en la activación plaquetaria. La integrina αIIbβ3 es el receptor 
más numeroso de la membrana plasmática plaquetaria y se encuentra normalmente en estado 
inactivo. El proceso de activación plaquetario descrito previamente, llamado señalización 
“dentro-fuera” (inside-out)[18], produce un cambio de conformación en la integrina modificando 
su afinidad por sus ligandos, el fibrinógeno y el vWF. Así la integrina comienza a mediar 
conexiones plaqueta-plaqueta mediante interacciones bivalentes con fibrinógeno. Además, la 
unión del receptor a su ligando produce señalización de “fuera-dentro” (ouside-in) que amplifica 
la activación plaquetaria [20]. Esta señalización “fuera-dentro” (ouside-in) produce una 
remodelación del citosqueleto de actina y el subsecuente cambio de forma que incluye la 
formación de filopodios, lamelipodios y el esparcimiento de las plaquetas [21]. 
 
Todo el mecanismo de activación plaquetario está diseñado para cumplir su función principal, 
mantener la hemostasia corporal. Sin embargo, las plaquetas pueden convertirse en un arma de 
doble filo al reaccionar a todo tipo de daño vascular. Desde un punto de vista patológico, la 
activación indeseada de las plaquetas está relacionada con varias dolencias de gran relevancia 
como son las enfermedades trombóticas (infarto agudo de miocardio e ictus), dos de las 





1.2 El receptor de lectina tipo C 2 en plaquetas (CLEC-2) y su 
agonista exógeno rhodocytin 
 
Como se describió previamente, la activación y agregación plaquetaria juegan un papel 
fundamental en la patogénesis del infarto de miocardio y la trombosis arterial. De hecho, las 
terapias dirigidas a inhibir la agregación plaquetaria, como la aspirina, reducen 
significativamente la probabilidad de que estos eventos tengan lugar [23]. Debido a ello, el 
descubrimiento de nuevas vías de activación y agregación plaquetaria es importante porque 
podría significar el hallazgo de nuevas dianas terapéuticas. Estas nuevas terapias podrían ser 
desde el tratamiento directo del receptor encargado de activar la vía, el agonista externo que lo 
activa o alguna de las proteínas que participan en la vía de señalización dentro de la 
plaqueta [24]. Un buen ejemplo de vía de señalización con valor terapéutico potencial es la del 
receptor de lectinas tipo C 2, CLEC-2. El estudio de este receptor, recientemente 
identificado [25], constituye hoy en día un campo de investigación con mucha actividad y existe 
un gran interés por comprobar si su potencial terapéutico es real y su inhibición podría mejorar 
el pronóstico de los pacientes afectados por enfermedades cardiovasculares, como el infarto 




Hasta ahora se conocían dos grupos principales de receptores que inducían agregación 
plaquetaria. Por un lado estaban los receptores acoplados a proteínas G (G protein-coupled 
receptors, GPCRs), y por otro la superfamilia de las inmunoglobulinas. En éstas últimas, la 
activación de las plaquetas transcurre a través de proteínas-tirosina quinasas y está incluido el 
complejo GPVI/FcRγ y FcγRIIA. Entre los GPCRs se incluye a los receptores de trombina, los 
receptores de ADP, y los de tromboxanos. La proteína CLEC-2 pertenece a una nueva clase, 
completamente nueva, de receptores de activación plaquetaria dependientes de tirosina 
quinasas, la superfamilia de las lectinas tipo C [27]. 
 
El receptor CLEC-2 se identificó inicialmente en células inmunes, sin embargo, su función 
inmune todavía no está clara [28]. En el año 2006 el grupo de Katsue Suzuki-Inoue y Steve 
Watson, en colaboración con el de Ángel García, identificaron a CLEC-2 como el receptor 
plaquetario de rhodocytin, una toxina encontrada en un veneno de serpiente [25]. Los autores 
utilizaron unas bolitas recubiertas de rhodocytin con las que consiguieron precipitar CLEC-2 y lo 
identificaron mediante espectrometría de masas demonstrando que el enlace entre ambos 
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protagonistas provocaba activación plaquetaria. Además, vieron que esta activación producía la 
fosforilación de un motivo YxxL en el dominio citoplasmático de CLEC-2 y que producía eventos 
de señalización con la participación de la quinasa Syk. El número de copias de CLEC-2 es elevado 
en plaquetas y menor en neutrófilos de ratón, que no en los humanos, así como en células 
endoteliales sinusoidales de hígado de rata [29]. Así mismo, también ha sido detectado a nivel 
de transcrito en otras células sanguíneas periféricas, células mieloides (monocitos, células 
dendríticas y granulocitos), células NK y del hígado. A pesar de pertenecer a la familia de las 
lectinas tipo C, CLEC-2 no presenta en su extremo C-terminal los residuos clave para el enlace a 
carbohidratos, lo que indica que sus ligandos probablemente se unan a través de interacciones 




Los venenos de serpiente contienen una mezcla compleja de compuestos y algunos han sido 
utilizados con éxito en el diagnóstico y tratamiento de desórdenes hemostáticos. Muchas toxinas 
contenidas en los venenos afectan a proteínas de la vasculatura y la identificación de las mismas 
ha ayudado enormemente a entender los procesos de hemostasia y trombosis [31]. Una de estas 
toxinas, rhodocytin, se encuentra en el veneno de Calloselasma rhodostoma (víbora malaya) y fue 
purificada en los años noventa por los grupos de Huang y Morita [32,33]. Los primeros estudios 
realizados sobre la interacción de rhodocytin y las plaquetas parecían indicar que la agregación 
plaquetaria se producía a causa de la interacción de rhodocytin con la integrina α2β1 y GPIb-V-IX 
[34–36]. Sin embargo, estudios posteriores demostraron que rhodocytin podía activar plaquetas 
sin dichos receptores [37]. Tal cual se comentó anteriormente, en el año 2006 se encontró el 
receptor que mediaba la activación plaquetaria provocada por rhodocytin y resultó ser CLEC-2. 
Para su identificación se usó una aproximación proteómica mediante cromatografía de afinidad y 
espectrometría de masas [25]. 
 
1.2.3 La vía de señalización de CLEC-2 
 
CLEC-2 presenta un motivo YxxL en su cola citoplasmática llamado motivo atípico de activación 
del inmunoreceptor basado en tirosina (hemi-immunoreceptor tyrosine-based activation motif, 
hemi-ITAM). Este motivo recuerda al que presentan otros receptores, como el receptor de células 
T, y el principal receptor plaquetario de colágeno, el complejo GPVI/FcRγ. Estos receptores 
presentan un motivo ITAM que contiene dos secuencias YxxL en vez de una. La vía de 
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señalización de GPVI/FcRγ ha sido investigada en profundidad y, durante los primeros años de 
investigación, la vía de CLEC-2 se creía muy similar a ella. Con el paso del tiempo diversos 
estudios han ido mostrando diferencias entre las dos vías y hoy en día se puede decir que la vía 
de señalización de CLEC-2 constituye una vía única por diversos motivos. 
 
Los puntos que diferencian estas dos vías y que caracterizan a la vía de CLEC-2 se pueden 
resumir en tres: señalización hemi-ITAM, papel de algunas de las proteínas involucradas en la vía 
de señalización y papel de los mediadores secundarios. 
 
 
Señalización hemi-ITAM: Cómo se ha comentado previamente la vía de CLEC-2 funciona a 
través de un solo motivo YxxL. Rhodocytin estimula la fosforilación de este motivo de manera 
dependiente de la tirosina quinasa Syk [38], tras lo cual, el tándem de dominios SH2 de Syk se 
unen al motivo fosforilado YxxL [25]. Se produce entonces la autofosforilación de Syk y su 
fosforilación a cargo de SFKs [39]. Seguidamente tiene lugar la unión de Syk a la proteína 
adaptadora para la activación de células T (Linker for activation of T cells, LAT), con lo que se 
inicia la cascada de eventos de señalización de la vía, en los que las SFKs tienen un papel crucial 
más adelante [38], y que acabará con PLCγ2 siendo reclutada hacia la membrana. La diferencia 
en el caso de GPVI es que los dos motivos ITAM de la cadena FcRγ son fosforilados por las SFKs 
[40], no por Syk, como es el caso de CLEC-2. A continuación Syk se activa, se une a LAT y 
comienzan entonces las subsecuentes fosforilaciones de las moléculas de señalización (Figura 4). 
 
 
Papel de algunas de las proteínas involucradas en la vía de señalización: Tras la 
unión de Syk a LAT, la mayoría de los eventos de señalización son similares a los de la vía de 
GPVI: fosforilación en tirosina de las proteínas LAT, la proteína de 76 kDa de leucocitos que 
contiene un dominio SH2 (SH2 domain-containing leukocyte protein of 76 kDa, SLP-76), los 
factores de intercambio de nucleótidos de guanina Vav1 y Vav3 (Guanine nucleotide exchange 
factors Vav1 and Vav3, Vav1/3) y activación de enzimas como la tirosina quinasa de Bruton 




Figura 4 - Vías de señalización mediadas por (A) GPVI/FcRγ y (B) CLEC-2. Se pueden observar 
diferencias al principio de la vía en la fosforilación de los motivos hemi-ITAM/ITAM. YP indica la presencia de 
una tirosina fosforilada. Ilustración adaptada de Suzuki-Inoue et al. [42]. 
 
 
Se ha demostrado que Syk y PLCγ2 cumplen papeles fundamentales en la vía de CLEC-2 mientras 
que proteínas como LAT, SLP-76, o Vav1/3 son necesarias pero parece que pueden ser 
compensadas [25]. Sin embargo, mientas que en la vía de GPVI la dependencia de SLP-76 es 
total, en la vía de CLEC-2 la dependencia de SLP-76 es solamente parcial, lo que sugiere que 
CLEC-2 puede ser capaz de reclutar otras proteínas adaptadoras que funcionen como alternativas 
a SLP-76 [27]. Otra proteína adaptadora es la proteína relativa a Grb2 (Grb2-related adaptor 
protein 2, Gads), que se enlaza con SLP-76 y la une con LAT fosforilada formando un complejo 
que asiste en el reclutamiento de PLCγ2 a la membrana. Es importante mencionar que Gads 
cumple un papel limitado en ambas vías y se ha sugerido la existencia de una ruta independiente 




Figura 5 - La vía de señalización de CLEC-2 y sus ligandos. Papel de los mediadores 
secundarios. CLEC-2 se enlaza a la podoplanina (ligando endógeno) o rhodocytin (ligando exógeno) y se 
produce la activación de la señalización intracelular. El papel de los mediadores secundarios (ADP y TxA2) y su 
refuerzo positivo es fundamental para el progreso de la activación plaquetaria tras estimulación de CLEC-2. 
Ilustración adaptada de Suzuki-Inoue et al. [27]. 
 
Papel de los mediadores secundarios: El rol de los mediadores secundarios en plaquetas 
(ADP y TxA2) se conoce desde hace tiempo. Estos compuestos se secretan tras activación 
plaquetaria con cualquier agonista y juegan un papel de retroalimentación positivo fundamental 
en la mayoría de las situaciones. Sin embargo, se ha comprobado que cuando se estimulan las 
plaquetas con concentraciones elevadas de algunos agonistas su papel queda relegado a un 
segundo plano [44]. En el caso de la vía de CLEC-2, en 1999 el grupo de Morita [45] vio 
diferencias en la dependencia de los mediadores secundarios al comparar plaquetas activadas 
con rhodocytin y con el péptido relativo a colágeno (collagen-related peptide, CRP), agonista 
específico de GPVI. Unos años más tarde se pudo observar con más detalle que la vía de CLEC-2 
es muy dependiente de la acción de los mediadores secundarios, ya que si son inhibidos no se 
produce fosforilación del receptor y agregación plaquetaria, contrariamente a lo que sucede en la 
vía de GPVI (Figura 5) [46]. 
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1.2.4 Papel de CLEC-2 en trombosis y hemostasia 
 
CLEC-2 está expresado en varios tipos celulares que se encuentran en entornos fisiológicos y 
patológicos diversos. Debido a esta variedad, CLEC-2 está implicado en diferentes procesos desde 
un punto de vista funcional [27]. La lista de roles fisiológicos y patológicos de CLEC-2 incluye su 
participación en el desarrollo de la metástasis tumoral y el desarrollo de vasos 
linfáticos/sanguíneos, debido a la relación con su agonista endógeno (podoplanina). Así mismo, 
también incluye el papel que centra el interés de esta tesis doctoral, su capacidad para estabilizar 
la formación del trombo en condiciones de flujo arterial. 
 
El papel de CLEC-2 en trombosis y hemostasia está siendo el objeto de mucha discusión en los 
últimos años. Se han publicado estudios que defienden que cumple un papel esencial [26,47] 
pero datos de otros investigadores sugieren que su papel es menos importante [48]. Los ratones 
con deficiencia de CLEC-2 mueren en estadios embriónicos/neonatales [42]. Así que para 
estudiar la función de CLEC-2 es necesario recurrir a otros métodos. En el estudio de May y 
colaboradores se trataron ratones con un anticuerpo anti-CLEC-2 que produce la pérdida de 
CLEC-2 en las plaquetas circulantes durante varios días [26]. Esta pérdida provocó una 
formación del trombo defectuosa tanto in vivo como in vitro [26]. Así mismo, Suzuki-Inoue y 
colaboradores vieron que la formación del trombo en superficies recubiertas de colágeno e 
inducida por láser in vivo estaba inhibida en ratones quimera de CLEC-2 [47]. Sin embargo, los 
resultados obtenidos por Hughes y colaboradores, al producir de manera diferente otro ratón 
quimera de CLEC-2, indicaron que CLEC-2 no era necesario para la agregación plaquetaria bajo 
tensión de cizallamiento arterial [48]. 
 
Las próximas investigaciones aclararán el papel de CLEC-2 en trombosis y hemostasia pero en 
caso de confirmarse que su ausencia atenúa la formación del trombo, produciendo sólo una 
ligera tendencia al sangrado, CLEC-2 y/o su vía de señalización podrían convertirse en una diana 
terapéutica ideal para nuevos fármacos antiplaquetarios. Conocer en detalle la vía de 
señalización de CLEC-2 no puede más que aportar información interesante sobre el proceso de 
activación plaquetario a través de CLEC-2 y contribuir en el posible descubrimiento de una nueva 




1.3 Enfermedades cardiovasculares y plaquetas 
 
Las enfermedades cardiovasculares constituyen uno de los más importantes problemas de salud 
de la sociedad actual. Según datos de la Organización Mundial de la Salud son la causa principal 
de muerte en el mundo [22]. Se estima que en el año 2008 murieron 17,3 millones de personas 
por problemas relacionados con el sistema cardiovascular de los cuales 7,3 millones perecieron 
debido a la enfermedad coronaria. En nuestro país también se encuentra entre las principales 
causas de muerte representando un 32,5% del total de muertes en el año 2006 [49]. El problema 
es de gran magnitud y por ello la investigación cardiovascular tiene mucha relevancia. Así, 
existen multitud de estudios, tanto clínicos como básicos, que tratan de arrojar algo de luz sobre 
los diversos y complejos mecanismos que subyacen en la generación y progreso de las 
enfermedades cardiovasculares. 
 
Las enfermedades cardiovasculares abarcan diferentes tipos de patologías incluyendo la 
enfermedad cerebrovascular, la arteriopatía periférica y la cardiopatía isquémica. En España, la 
enfermedad cerebrovascular y la cardiopatía isquémica son las dos afecciones que causan un 
mayor número de muertes de etiología cardiovascular, constituyendo un 57,9% de la mortalidad 
cardiovascular total [49]. Los principales factores de riesgo, establecidos e independientes, 
relacionados con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares son el tabaquismo, la diabetes 
mellitus, la hipertensión arterial y la dislipidemia. Completan la lista los antecedentes familiares, 
el sexo masculino, la obesidad y el sedentarismo [49]. 
 
La cardiopatía isquémica se produce cuando existe un desequilibrio entre el aporte y la demanda 
de oxígeno del miocardio. Los pacientes que la sufren se pueden dividir en dos grupos: por un 
lado aquellos con cardiopatía isquémica crónica, que normalmente presentan angina estable 
(AE), y por otro, los pacientes con síndromes coronarios agudos (SCA), principal objeto de 
estudio de esta tesis.  
 
Durante los últimos años se han producido avances muy significativos en el estudio de los SCA 
pero aún no existe un conocimiento profundo de la fisiopatología de la enfermedad. Una mejora 
en la comprensión de los procesos fundamentales que producen los síndromes podría ayudar a 
identificar antes a los pacientes con riesgo de desarrollar un SCA, de manera que se podría 





1.3.1 Aterosclerosis y plaquetas 
 
El proceso aterosclerótico es un desorden crónico complejo que está fuertemente relacionado con 
la hiperlipemia y la inflamación, y que implica el crecimiento de placas dentro de las arterias 
coronarias durante décadas (Figura 6) [50]. Estas placas, formadas por grasa, colesterol, calcio y 
otras sustancias de la sangre, se denominan placas de ateroma y producen un aumento del 
grosor de la pared de las arterias. El problema surge cuando las placas de ateroma vulnerables se 
debilitan y la capa fibrosa, que recubre y protege al núcleo lipídico de la placa, se rompe y 
expone su contenido estimulador de la formación de trombos a la luz arterial [51]. Es entonces 
cuando se produce la activación plaquetaria y la formación de trombos que pueden bloquear el 
flujo de sangre en los vasos sanguíneos (isquemia). Si la placa está localizada en arterias 
coronarias las células que constituyen el miocardio, los cardiomiocitos, dejan de recibir oxígeno y 
mueren, se produce el conocido infarto agudo de miocardio (IAM). 
 
 
Figura 6 - Aterosclerosis. Las placas de ateroma se forman en las arterias coronarias a lo largo de los años 
y su ruptura es la principal causa de formación de trombos que pueden provocar síndromes coronarios agudos. 
Ilustración adaptada de Parmet et al.[52]. 
 
Las plaquetas juegan un papel fundamental en todo el proceso aterosclerótico. La visión clásica 
las involucraba en los estadios finales de la enfermedad pero estudios recientes parecen indicar 





1.3.2 Síndromes coronarios agudos 
 
Los SCA son un conjunto de síndromes que se producen a partir de un proceso patofisiológico 
común: la disminución del aporte de oxígeno al corazón como consecuencia de la obstrucción 
parcial o total de las arterias coronarias. Habitualmente esta obstrucción se produce por la 
presencia de placas de ateroma o por la trombosis producida tras su erosión o ruptura [54]. Tras 
este evento, la trombosis bloquea parcial o completamente la arteria coronaria y provoca 
manifestaciones clínicas que dependen del volumen de miocardio afectado y de la gravedad de la 
isquemia o la necrosis del miocardio. Así, el espectro va desde la angina inestable (AI), con 
isquemia, pero sin niveles detectables de necrosis miocárdica, a SCA con diferentes grados de 
necrosis miocárdica. Éste último grupo engloba a pacientes con cambios en el 
electrocardiograma y marcadores cardíacos elevados (troponinas o la isoforma de la enzima 
creatina fosfoquinasa). De manera que se divide a los SCA en dos grupos: por un lado angina 
inestable (AI) e infarto agudo sin elevación del segmento ST (IAMSEST) agrupándose como 
grupo SCASEST e infarto agudo de miocardio con elevación del segmento ST (IAMCEST) (Figura 
7) [55,56].  
 
Figura 7 - Nomenclatura de los trastornos estudiados en la presente tesis doctoral. Se han 
realizado dos estudios clínicos analizando los contenidos proteicos de plaquetas de pacientes con un SCASEST o 





La principal diferencia entre AI e IAMSEST es que en el segundo caso la isquemia es 
suficientemente intensa para producir elevación de marcadores cardíacos. Entre IAMSEST e 
IAMCEST la diferencia radica en el tipo de trombo que produce la isquemia, siendo en el primer 
caso normalmente un trombo no oclusivo y en el segundo un trombo que bloquea 
completamente el flujo sanguíneo que llega al corazón. En el desarrollo de esta tesis se han 
estudiado muestras que provienen de pacientes con un SCASEST o un IAMCEST. 
 
El objetivo fundamental en el manejo de los pacientes que presentan dolor torácico es 
clasificarlos de forma eficiente, rápida y precisa. Así, la primera medida es realizar un 
electrocardiograma y un análisis bioquímico en el menor tiempo posible para poder establecer el 
tratamiento adecuado rápidamente y aumentar las posibilidades de éxito de las terapias dirigidas 
a restablecer el flujo coronario. Actualmente, estas terapias de reperfusión pueden ser 
farmacológicas o intervencionistas [57]. Las primeras incluyen una combinación de tratamiento 
fibrinolítico, y terapia agresiva antiplaquetaria, mientras que las segundsa se realizan mediante 
una intervención coronaria percutánea. 
 
Como se mencionó anteriormente, las plaquetas juegan un papel clave en los SCA y muchos de 
los esfuerzos investigadores, que se centran en encontrar mejoras clínicas para los pacientes, van 
dirigidos a encontrar fármacos que inhiban la acción plaquetaria. Hoy en día existen varios 
fármacos antiplaquetarios de uso rutinario en el tratamiento de los SCA. La aspirina (inhibidor 
de la ciclooxigenasa 1, COX-1) sigue siendo la piedra angular de la terapia antiplaquetaria 
debido a sus beneficios ampliamente demostrados y su bajo coste [58,59]. Otros fármacos son el 
clopidogrel, una tienopiridina que se metaboliza en el hígado e inhibe el receptor de ADP P2Y12 
[60]; o los inhibidores de la integrina αIIbβ3 [61,62], como el abciximab o la eptifibatida, que 
también tienen mucha relevancia en el tratamiento de pacientes isquémicos. Otras muchas 
estrategias de inhibición plaquetaria están siendo estudiadas (Figura 8) porque a pesar de la 
probada utilidad de los fármacos de uso habitual, todos tienen limitaciones: la aspirina inhibe de 
manera débil la función plaquetaria y no ofrece una actividad antitrombótica suficiente en ciertas 
circunstancias clínicas o experimentales; el clopidogrel, además de tener un curso de acción 
lento, sólo bloquea una de las rutas de señalización mediada por ADP; algunos pacientes 
presentan resistencia a uno o los dos fármacos; resulta difícil trasladar la eficacia de los 
antagonistas de la integrina αIIbβ3 aplicados de manera intravenosa a la terapia oral y, por 
último, la dificultad que presenta reducir el riesgo de eventos trombóticos sin aumentar el de los 






Figura 8 - Principales receptores y agonistas plaquetarios; dianas terapéuticas actuales y 
futuras. Los principales receptores plaquetarios aparecen representados junto con sus agonistas más 
representativos. También se pueden observar los receptores para los mediadores secundarios (ADP y TxA2). Los 
agentes antiplaquetarios aprobados y sus dianas terapéuticas se muestran en azul. Aquellos que se encuentran en 
desarrollo clínico se muestran en verde, y las posibles estrategias de inhibición futuras se muestran en rojo. AA, 
ácido araquidónico; EP3, receptor de prostaglandina E2 subtipo EP3; NO, óxido nítrico; PDE, fosfodiesterasa; PG, 






La proteómica es la ciencia que estudia de manera global el conjunto de proteínas expresadas en 
un momento determinado por una célula, un tejido o un órgano; lo que se conoce como el 
proteoma (Figura 9). Es el estudio del “complemento proteico completo de un genoma”. A pesar 
de que el término “proteoma” fue acuñado por Marc Wilkins hace relativamente pocos años (en 
1994) [63] las técnicas que constituyen el eje principal de la proteómica han sido usadas durante 
varias décadas en la investigación biológica, bioquímica y biomédica. Entre estas técnicas se 
encuentran algunas de las que se han empleado en la realización de esta tesis doctoral como la 
electroforesis bidimensional (two-dimensional electrophoresis, 2-DE) [64], la cromatografía 
líquida (liquid chromatography, LC) [65] y la espectrometría de masas [66–68]. Durante las 
últimas dos décadas el empleo de estas técnicas se ha popularizado, gracias a diversos avances y 
mejoras, y hoy constituyen uno de los conjuntos de herramientas más empleadas en la 
investigación biomédica (Figura 10). 
 
 
Figura 9 - Esquema de los diversos procesos involucrados en la producción del fenotipo y 
su relación con el proteoma. El proteoma es más complejo de lo que podría parecer. No consiste solamente 
en un estudio estático de las proteínas. Debido a la naturaleza dinámica de las mismas, es de interés el estudio de 
todas sus variantes, producidas por diversos mecanismos como el corte y empalme alternativo de los transcritos, 
edición del ARNm, procesado postraduccional, etc… 
 
Figura 10 - Número de artículos publicados en los últimos años relacionados con el 
término “proteomics”. El crecimiento de la proteómica es constante, cada año se publican más artículos 
relacionados, de una u otra forma, con las técnicas proteómicas. 
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Cuando se pretende estudiar un proteoma hay que tener en cuenta un factor fundamental que lo 
caracteriza: su dinamismo. Para estudiarlo en una situación patológica o biológica determinada 
hay que obtener una imagen estática del mismo pero hay que pensar que su funcionamiento real 
va mucho más allá, no se trata únicamente de obtener esa imagen estática de todas las proteínas 
de una célula determinada sino de entender las funciones de dichas proteínas, sus relaciones e 
interacciones con otras proteínas, sus modificaciones, isoformas y estructura (Figura 9). Es lo que 
se conoce cómo la proteómica de segunda generación o pos-genómica. 
 
Durante varias décadas la proteómica se basaba fundamentalmente en el empleo de la 2-DE para 
generar mapas proteicos de diferentes lisados celulares. Fue en los años 90, con el desarrollo de 
la espectrometría de masas para caracterización de proteínas, unido a la disponibilidad de la 
secuencia del código genético humano, cuando comenzó una nueva etapa en la investigación 
proteómica [64]. Gracias a estos avances hoy en día la proteómica permite profundizar en el 
funcionamiento interno de las células, ayudando a entender cuales son los mecanismos que 
regulan los procesos bioquímicos y las rutas en que están involucradas las proteínas. Este 
conocimiento es de gran ayuda para poder entender qué ocurre en los organismos en diversas 
condiciones, incluyendo aquellas en las que una patología condiciona su funcionamiento [69].  
 
La proteómica tiene muchas áreas de aplicación, entre las que se incluyen la caracterización y 
análisis de modificaciones postraduccionales que sufren las proteínas, la búsqueda de nuevas 
dianas terapéuticas en líneas celulares transformadas o tejidos enfermos, o la validación de las 
mismas en estudios toxicológicos in vitro e in vivo. La utilizan investigadores y científicos de 
diferentes áreas de conocimiento, por ejemplo los químicos clínicos, para caracterizar la 
respuesta a la terapia que exhiben los pacientes, los biólogos a la hora de estudiar funciones 
celulares básicas, los microbiólogos o los investigadores de plantas entre otros. También es de 
gran utilidad el empleo de las técnicas proteómicas por investigadores clínicos para comparar 
muestras sanas o tratadas frente a muestras enfermas; la búsqueda de marcadores en fluidos 
corporales o la monitorización de enfermedades y sus tratamientos [70]. Así, la proteómica se ha 
utilizado en el estudio de diversas dolencias durante las últimas dos décadas, y un campo sobre 
el que se ha puesto especial énfasis es el de las enfermedades cardiovasculares, como se explicará 




1.4.1 Diseño experimental 
 
El primer paso a la hora de realizar un análisis proteómico es diseñar el tipo de experimento que 
se va a realizar. Este paso resulta fundamental para poder obtener la mayor cantidad de 
información relevante con el número de muestras disponibles. Muchas veces las muestras son 
difíciles de obtener y hay que decidir qué tipo de réplicas se van a realizar para optimizarlas. 
Existen dos tipos de réplicas fundamentales, las biológicas, que se realizan con muestras 
independientes provenientes de diferentes individuos del mismo grupo de comparación, y las 
técnicas, que son réplicas realizadas sobre la misma muestra biológica. Dependiendo del tipo de 
réplica que se realice, los análisis estadísticos y las conclusiones que se podrán extraer serán 
diferentes [74]. Siempre es preferible usar réplicas biológicas si se puede elegir, mientras que las 
réplicas técnicas son útiles cuando las muestras biológicas no son un número elevado. 
Normalmente, para estudios clínicos es necesario utilizar un mínimo de seis muestras por grupo 
de comparación [75] pero en algunos casos, como en la búsqueda de biomarcadores 
plaquetarios, el número de muestras debe ser superior [76]. 
 
Otra cuestión a tener en cuenta es la utilización de mezclas de muestras para el análisis 
proteómico comparativo. En general, no es recomendable su utilización si no es estrictamente 
necesario porque su empleo dificulta la diferenciación entre variación biológica, metodológica y 
variación biológica inducida [75]. Sin embargo, bajo ciertas circunstancias, como cuando la 
cantidad de proteína de cada muestra es limitada y no resulta suficiente para el análisis, se 
puede recurrir a la mezcla de muestras individuales. Esto ayudaría a reducir la variabilidad 
individual y es útil siempre y cuando el interés del estudio no sea el individuo sino las 
características de la población estudiada [77]. 
 
Por último, otro factor a considerar es la necesidad de pre-fraccionar las muestras a analizar. El 
pre-fraccionamiento no es siempre recomendable pues cualquier manipulación aplicada a una 
muestra compleja de proteínas puede conllevar pérdidas o modificaciones de las mismas. Sin 
embargo, como se ha demostrado en los últimos años no existe un protocolo proteómico 
establecido que permita una cobertura total del proteoma a analizar. Cómo ejemplo, se puede 
mencionar lo difícil que sigue siendo hoy en día analizar las proteínas con bajo número de copias 
[78]. Así pues, se han diseñado diversas estrategias de pre-fraccionamiento que, dependiendo del 




1.4.2 Preparación de la muestra para estudios mediante 
electroforesis bidimensional 
 
Para realizar un análisis proteómico es fundamental utilizar un método simple y robusto de 
preparación de muestra [80]. Cuando se diseña un experimento proteómico que hace uso de 
técnicas como la electroforesis bidimensional, es necesario arrestar el proteoma en un momento 
determinado que nos proporcione la mayor cantidad de información posible del problema a 
estudiar. Por ello, resulta imprescindible que el procesado de la muestra no altere ni produzca 
modificaciones artificiales que podrían tergiversar los resultados. Este requisito deviene crítico 
cuando se están estudiando muestras complejas en las que la variación biológica es inevitable. 
 
Para poder visualizar las proteínas en geles bidimensionales (2D) éstas tienen que ser 
desnaturalizadas, disgregadas, reducidas y solubilizadas. Para lograrlo, existen muchos 
protocolos estándar que dependen del tipo de muestra que se va a analizar (células vegetales, 
animales, tejidos, fluidos…) y del grupo de proteínas que se va a estudiar (proteínas de 
membrana, solubles, hidrofóbicas, con un punto isoeléctrico determinado…) [81]. Sin embargo, 
estos protocolos solamente constituyen un punto de partida y deben ser ajustados y optimizados 
según las características de cada estudio. La idea es mantener un objetivo principal en 
mente: solubilizar la mayor cantidad de proteínas posible. A pesar de no existir un método 
universal de preparación de muestra, existen ciertas recomendaciones generales. Por ejemplo, el 
protocolo debe ser lo más sencillo posible para ganar en reproducibilidad y evitar artefactos en 
los geles 2D. De igual manera, hay que tener cuidado con las muestras que contengan urea pues 
las proteínas se carbamilan en su presencia si se calienta por encima de 37ºC [82,83].  
 
El proceso de preparación de muestra se puede dividir en tres pasos fundamentales: 
 
Lisis de la muestra: Existen diversos métodos para romper las células, como la lisis con 
detergentes, ciclos de congelación/descongelación, sonicación o lisado con nitrógeno líquido 
entre otros. Éstos se pueden usar de manera individual o combinándolos, lo importante es que 
durante el proceso se eliminen de la muestra compuestos interferentes como sales, ADN o 
proteasas. 
 
Eliminación o inactivación de contaminantes: Para inactivar las proteasas, y que no 
produzcan artefactos en los geles al degradar las proteínas, se deben añadir inhibidores de las 
mismas o precipitar las muestras con agentes como TCA/Acetona que además permiten 
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concentrar las muestras. También hay que tener en cuenta que una concentración de sales por 
encima de 100 mM interfiere con la separación electroforética y por ello deben ser eliminadas, 
especialmente si se va a utilizar rehidratación pasiva de la muestra en electroforesis 
bidimensional. Para eliminarlas se puede utilizar diálisis, precipitación o disolventes orgánicos 
como la acetona fría. 
 
Solubilización de proteínas: Una vez las muestras están lisadas y limpias de compuestos 
interferentes, se debe desnaturalizar las proteínas y solubilizarlas sin que pierdan sus 
propiedades de carga. Este proceso se suele realizar con tampones que contienen diversos 
agentes, cada uno encargado de una función específica. Los agentes caotrópicos se encargan de 
deshacer la estructura secundaria y terciaria de las proteínas. Para ello, la urea rompe de manera 
eficiente los enlaces de hidrógeno de las proteínas produciendo su despliegue y la tiourea rompe 
las interacciones hidrofóbicas. Los detergentes no iónicos contribuyen a que las proteínas no se 
agreguen deshaciendo también interacciones hidrofóbicas entre sus dominios. Algunos de los 
más usados son el Nonidet P-40 (NP-40), que no es muy eficiente solubilizando proteínas de 
membrana, el detergente zwitterión 3-[(3-colaamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato 
(CHAPS) y algunas sulfobetaínas como 3-(etildimetilamonio)propano-1-sulfonato (NDSB-256), 
que tienen mejor rendimiento en ese aspecto. Para solubilizar las proteínas también se deben 
incluir agentes reductores que eviten la reoxidación de los enlaces disulfuro entre cisteínas y 
consigan el despliegue completo de las proteínas. Uno de los más usados es el ditiotreitol 
(dithiothreitol, DTT), sin embargo, su rendimiento a valores de pH básicos es limitado y por ello 
se suelen incluir otros reductores, que ayudan a solubilizar proteínas en esa región, como el 
reductor no iónico tributilfosfina (tributylphosphine, TBP). 
 
La preparación de muestra es el paso más sensible de todo el proceso de análisis proteómico por 
ello es esencial tener cuidado de no producir artefactos técnicos que puedan alterar los 
resultados finales. 
 
1.4.3 Electroforesis bidimensional 
1.4.3.1 Fundamento básico y desarrollo de la técnica 
 
La electroforesis bidimensional (2-dimensional electrophoresis, 2-DE) es una de las técnicas más 
potente para la separación de mezclas complejas de proteínas. Su principio de funcionamiento 
elemental radica en que todas las proteínas sometidas a un campo eléctrico migran a una 
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velocidad que depende de su conformación, tamaño, y carga eléctrica. La 2-DE utiliza los últimos 
dos parámetros para conseguir una separación de proteínas de alta resolución. Para lograrlo se 
aplican dos electroforesis consecutivas a la misma muestra. En la primera etapa se realiza un 
isoelectroenfoque y se consigue que las proteínas se separen en función de su punto isoeléctrico 
(pI) en un gradiente continuo de pH. En la segunda fase se realiza una electroforesis en geles de 
poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE) y las proteínas se separan en 
función de su masa molecular. La separación de proteínas en este segundo paso se hace de 
manera ortogonal a la primera, obteniendo como resultado un mapa de manchas proteicas con 
unas coordenadas x e y en lugar de las bandas de proteínas tradicionales obtenidas en las 
separaciones monodimensionales (Figura 11). 
 
 
Figura 11 - Representación esquemática de la técnica de electroforesis bidimensional. La 
técnica 2-DE se basa en la separación de una mezcla de proteínas utilizando dos parámetros característicos, 
punto isoeléctrico y masa molecular, mediante la aplicación de un campo eléctrico. En la primera dimensión las 
proteínas se separan según su punto isoeléctrico en una tira de poliacrilamida con un gradiente inmovilizado de 
pH. A continuación se realiza la segunda dimensión colocando la tira en la parte superior de un gel SDS-PAGE y 
las proteínas se separan en función de su masa molecular. 
 
La primera vez que se usaron estas dos electroforesis consecutivamente fue en 1970 por Kenrick 
y Mariolis [84]. Estos investigadores realizaron la separación en condiciones no 
desnaturalizantes y no fue hasta 1975 cuando se emplearon condiciones desnaturalizantes, las 
usadas hoy en día, en tres trabajos independientes [85–87]. Durante los siguientes años la 
popularidad de la técnica empezó a crecer. En los años ochenta Bjellqvist y colaboradores 
desarrollaron un método para generar gradientes inmovilizados de pH (immobilized pH gradient, 
IPG) en tubos finos con un sistema parecido al que se emplea para fabricar los geles en gradiente 
de acrilamida [88]. A mediados de los noventa se produjo una pequeña revolución en la técnica 
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al cambiarse el formato de los IPG, del tradicional tubo a un soporte plástico que permitía mayor 
resolución, reproducibilidad y capacidad de carga a la 2-DE. Las diversas mejoras en el uso de los 
IPG, por ejemplo [89–91], y la aparición de tiras IPG comerciales facilitó el acceso a la técnica 
para muchos grupos de investigación. Sin embargo, el espaldarazo definitivo para que la 2-DE se 
convirtiese en la técnica más usada para la separación de proteínas, fue el desarrollo de una 
tecnología complementaria que permitía obtener información de cada una de las manchas 
proteicas obtenidas en los mapas proteicos, la espectrometría de masas [92,93]. 
1.4.3.2 Visualización y análisis de los mapas proteicos 
 
Tras la realización de la 2-DE convencional, los geles obtenidos deben ser teñidos para poder 
observar el patrón de manchas proteicas de la muestra analizada. Este punto es clave en el 
análisis proteómico ya que por muchas mejoras que se hayan producido en el desarrollo de la 
tecnología electroforética los resultados obtenidos serán buenos únicamente si pueden ser 
visualizados en condiciones óptimas y se puede obtener de ellos información fiable. 
 
Existen diferentes métodos de detección de proteínas para su uso en el análisis proteómico. Los 
métodos de detección generales se pueden dividir en cinco grupos: tinciones basadas en 
compuestos orgánicos o plata, tinciones reversas, marcaje radioactivo, tinciones 
quimioluminiscentes y tinciones fluorescentes [94]. Debido a sus características más importantes 
(sensibilidad, reproducibilidad y rango dinámico) hoy en día se usan principalmente dos tipos de 
tinciones para geles de poliacrilamida, las colorimétricas (que engloban a los dos primeros 
grupos descritos anteriormente) y las fluorescentes. Entre las primeras se encuentra la tinción 
con azul brillante de Coomassie [95] (Coomassie Brilliant Blue, CBB) y sus variantes, como el 
Comassie coloidal o el azul plata (blue silver), la tinción con plata, de la que existen más de 100 
variantes [96] o la tinción reversa con sales de zinc e imidazol. Las tinciones basadas en CBB son 
fáciles de usar y compatibles con espectrometría de masas por lo que han sido bastante 
populares, la tinción con plata es más sensible pero su utilización es más compleja, y no es 
recomendable dado su bajo rango dinámico y la falta de correlación entre intensidad de tinción y 
la cantidad de muestra. Además, presenta una reproducibilidad limitada y las versiones más 
sensibles no son perfectamente compatibles con la espectrometría de masas [97]. En cuanto a las 
tinciones fluorescentes existen varias con características diferentes, como Krypton, Deep Purple, 
Rubeo, Flamingo y SYPRO Ruby. Estas tinciones están ganando en popularidad y cada vez se 
usan más debido a que presentan mayor sensibilidad y mejor rango dinámico de detección que 
las colorimétricas. En el año 2007, una comparativa realizada por Harris y colaboradores [98] 
comparó las cinco tinciones fluorescentes mencionadas y concluyó que la mejor opción de ellas 
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para la detección de proteínas en gel era SYPRO Ruby, tinción que ha sido la empleada para 
teñir geles en los estudios clínicos realizados en la presente tesis doctoral. 
 
Tras el teñido de los geles, el siguiente paso es la digitalización de los mapas proteicos obtenidos. 
Para ello se utilizan sistemas basados en cámaras CCD (charged-coupled device) o escáneres 
basados en láseres adaptados para el proceso, que permiten la exportación de las imágenes 
obtenidas en formatos informáticos adecuados para su análisis mediante programas externos 
[99,100]. Los programas utilizados para el análisis diferencial entre las imágenes de los 
diferentes grupos de estudio son programas especializados, diseñados específicamente para esta 
función, que utilizan algoritmos matemáticos para poder detectar lo más fielmente posible las 
manchas proteicas, normalizan hasta cierto punto las posibles diferencias técnicas en la carga de 
proteína y tinción de los geles, emparejan las manchas proteicas entre geles y permiten un 
análisis estadístico apropiado con el objetivo de detectar las posibles diferencias significativas 
entre los grupos de imágenes analizados. 
 
Hoy en día los programas utilizados (REDFIN, SameSpots) se consideran de nueva generación 
porque su proceso de funcionamiento ha cambiado respecto a los programas más utilizados hace 
unos años (Melanie, PDQuest). Ahora su flujo de trabajo se inicia creando una imagen de fusión 
representativa de todos los geles del análisis y luego se realiza el paso de detección de manchas 
proteicas. Además, se ha desarrollado un sistema de creación de patrones de manchas consenso 
(SameSpots, 2006) que permite eliminar los problemas de emparejamiento entre manchas 
proteicas usando patrones de manchas consistentes en todo el experimento permitiendo la 
detección de un número mayor de proteínas diferenciales [100]. 
 
1.4.3.3 Un avance en la electroforesis bidimensional: 2D-DIGE 
 
A pesar de la gran utilidad de la 2-DE, es una técnica bastante laboriosa y que presenta 
limitaciones importantes, como la dificultad de conseguir reproducibilidad entre geles [101], lo 
complicado que resulta el análisis de proteínas muy hidrofóbicas [102,103] o proteínas de 
membrana [102,103], y la falta de técnicas lo suficientemente sensibles y fiables para la 
detección de proteínas poco abundantes (rango dinámico limitado). Así, en los últimos años se 
han producido avances notables en la mejora de estos aspectos con la introducción de nuevos 
detergentes como la tiourea y las sulfobetaínas, la aparición de las ya mencionadas tinciones 
fluorescentes, y sobretodo el desarrollo de técnicas como la electroforesis en gel diferencial 
(difference gel electrophoresis, 2D-DIGE) [104]. 
Introducción 
28 
La técnica 2D-DIGE es una modificación de la 2-DE diseñada para mejorar algunas de sus 
limitaciones más importantes. Así, en un experimento 2D-DIGE cada gel bidimensional puede 
contener más de una muestra, normalmente una muestra de cada uno de los dos grupos a 
comparar y una tercera, llamada estándar interno, que contiene una mezcla a partes iguales de 
todas las muestras a analizar. De esta manera se mejoran dos aspectos de la 2-DE, por un lado se 
reduce el número de geles que hay que correr y por otro se mejora la reproducibilidad de los 
mismos dado que cada pareja de muestras corre en exactamente las mismas condiciones y el 
estándar interno ayuda a normalizar las posibles diferencias técnicas producidas en la 
manipulación de las muestras. Un esquema simplificado del funcionamiento de la técnica 2D-
DIGE puede consultarse en la Figura 12. 
 
Para que las tres muestras puedan correr en el mismo gel se recurre a una estrategia de marcaje 
previo con tres moléculas fluorescentes denominadas fluoróforos CyDye 2D-DIGE (Cy2, Cy3 y 
Cy5). Estas moléculas son cianinas que presentan una serie de características: las tres tienen una 
masa molecular y carga similar, se excitan y emiten en longitudes de onda diferentes, lo que 
permite su detección de manera independiente; son muy sensibles, presentan un rango dinámico 
muy amplio y su unión a las proteínas es lineal. Existen dos versiones comercializadas de los 
fluoróforos, los de marcaje mínimo (minimal dyes) y los de marcaje a saturación (saturation 
dyes), que presentan diferentes sensibilidades y mecanismos de unión a las proteínas. En esta 
tesis se ha empleado la primera versión, con fluoróforos de marcaje mínimo, que permite la 
detección de proteínas cuando se marcan 50 µg de muestra con cada fluoróforo. La unión 
covalente del fluoróforo a la proteína se produce a través del grupo amino épsilon de los 
aminoácidos de lisina. 
 
El estándar interno se constituye con una mezcla o pool de cantidades iguales de proteína de 
cada muestra biológica y se marca, en el sistema que utiliza fluoróforos de marcaje mínimo, con 
el fluoróforo Cy2. Así, todas las muestras están representadas en el estándar interno y todos las 
muestras se encuentran relacionadas con él, lo que presenta ciertas ventajas [105]. Se pueden 
normalizar todas las muestras respecto al estándar interno de cada gel para reducir la posible 
variabilidad técnica introducida al realizar los geles. Todas las manchas proteicas pueden ser 
medidas en base a la relación que presenten respecto a su mancha correspondiente presente en 
el estándar interno. Todo esto permite una cuantificación más precisa y la separación de la 




Estas ventajas han hecho que la popularidad de la técnica 2D-DIGE haya ido creciendo con el 
tiempo y que cada vez sean más los estudios que basan sus análisis proteómicos en su utilización. 
La utilización de la técnica se ha ido puliendo desde los primeros estudios de validación de la 
misma [107] hasta los estudios a gran escala realizados hoy en día [108]. Gracias a ello la 
técnica 2D-DIGE ha ido ganando adeptos y hoy prácticamente se está convirtiendo en un 




Figura 12 - Esquema simplificado del funcionamiento de la técnica 2D-DIGE. Las muestras se 
marcan con los fluoróforos CyDyes y se cargan tres en cada gel: muestra A, muestra B y un estándar interno, 
creado mezclando todas las muestras del análisis. Las proteínas migran a la vez en la 2-DE y luego se obtienen 





1.4.4 Espectrometría de masas 
 
La espectrometría de masas (mass spectrometry, MS) es una técnica analítica que mide la masa 
de un compuesto o analito en función de su relación masa/carga (m/z) bajo la influencia de un 
campo eléctrico o magnético. Comenzó a utilizarse en los primeros años del siglo pasado cuando 
John Thomson construyó el primer espectrómetro de masas [109,110]. Durante gran parte del 
siglo XX la espectrometría de masas se utilizó fundamentalmente para el análisis de elementos y 
moléculas pequeñas. Fue a finales de los años ochenta, cuando el desarrollo de dos técnicas de 
ionización suave (que no producían excesiva fragmentación de la muestra) como la ionización 
por electrospray (electrospray ionization, ESI) [92,111] y la ionización/desorción inducida por 
láser asistida por matriz (matrix-assisted laser desorption ionization, MALDI) [93], permitió que la 
espectrometría de masas se utilizase para estudiar analitos de alta masa molecular [66,67]. 
Durante las dos últimas décadas los avances en la instrumentación y las técnicas de 
espectrometría de masas han revolucionado el análisis de proteínas. Así, la espectrometría de 
masas ha remplazado al método de degradación de Edman [112] - técnica clásica de 
secuenciación proteica - por su capacidad para identificar proteínas en mezclas complejas, alta 
sensibilidad, y mayor rendimiento. De hecho, gracias a que la espectrometría de masas se 
empezó a utilizar en el análisis de biomoléculas, como péptidos y proteínas, la proteómica se ha 
convertido en un importante campo de estudio hoy en día. 
 
La espectrometría de masas se ha utilizado de manera intensa en el análisis del proteoma 
plaquetario. Esto ha permitido avanzar en el conocimiento de varios aspectos de la bioquímica 
plaquetaria: su contenido proteico, las dinámicas e interacciones de sus proteínas, las principales 
rutas de señalización que regulan su funcionamiento y las funciones que las plaquetas 




1.4.4.1 Estructura de un espectrómetro de masas 
 
La estructura de un espectrómetro de masas se divide en varios módulos esenciales (Figura 13). 
 
 
Figura 13 - Esquema de los elementos que conforman un espectrómetro de masas. Los 
componentes principales son tres: la fuente de ionización (las más empleadas en proteómica son MALDI y ESI), el 
analizador de masas (TOF, Q, IT o una combinación de los mismos en los espectrómetros en tándem o híbridos) y 
el detector de iones. Un sistema informático se encarga de transformar las señales captadas por el detector en 
gráficos conocidos como espectros de masas. 
 
Fuente de ionización: Se encarga de producir iones en fase gaseosa a partir de las 
biomoléculas a analizar. Las fuentes comúnmente utilizadas en proteómica son MALDI y ESI 
debido a que producen una ionización suave de la muestra [93,111]. 
 
 MALDI: En esta fuente de ionización el láser se encarga de desorber e ionizar la muestra que 
se encuentra embebida en una matriz cristalina. Esta matriz es una pequeña molécula 
orgánica, que absorbe a la longitud de onda del láser empleado debido a la presencia de un 
anillo aromático y cocristaliza con las moléculas de analito antes de ser irradiado por el láser 
para conseguir moléculas protonadas en fase gas [68]. Los sistemas MALDI-MS resultan 
idóneos para el análisis de mezclas de péptidos relativamente simples para poder utilizar la 
técnica de identificación de proteínas llamada huella peptídica (peptide mass fingerprinting) 




 ESI: En una fuente ESI la muestra es ionizada a partir de una disolución y por ello se 
encuentra acoplada a instrumentos de cromatografía líquida. La muestra líquida se introduce a 
velocidades de flujo bajas a través de una aguja sometida a un gran voltaje. Esto permite la 
dispersión electroestática de gotas de un tamaño del orden de micrómetros (electrospray), que 
se evaporan rápidamente con lo que se forman los iones de analito. Éstos son entonces 
transferidos al espectrómetro de masas con gran eficiencia para su análisis. Los iones grandes, 
como los que derivan de proteínas y péptidos, normalmente se cargan de manera múltiple, lo 
que les hace entrar en rangos de m/z de los típicos espectrómetros de masas [68]. Estos 
sistemas ESI-MS son ideales para el análisis de muestras complejas. 
 
 
Analizador de masas: Los analizadores se ocupan de separar a los iones según su relación 
m/z usando propiedades físicas como campos magnéticos o eléctricos. Los parámetros clave que 
caracterizan a un analizador de masas en proteómica son sensibilidad, resolución y precisión de 
masa. El análisis de masas de biomoléculas se realiza en tres tipos básicos de analizadores: 
separación en base al tiempo de vuelo (time of flight mass spectrometry, TOF-MS), separación 
mediante campos electromagnéticos oscilatorios generados por “cuadrupolos” (quadrupole, Q), o 
separación por eyección selectiva de iones por radiofrecuencia y campos eléctricos oscilantes 
(trampa iónica, ion trap). Tanto las fuentes ESI como MALDI se puede acoplar a cualquiera de 
estos analizadores aunque hay ciertas combinaciones que se suelen utilizar con más frecuencia 
por las características que presentan, como son MALDI-TOF, ESI-IT y ESI-Q-TOF. En los 
detectores TOF, la separación de los iones se basa en el tiempo que tardan éstos en llegar al 
detector; mientras que en una trampa iónica, la separación se consigue gracias a campos 
eléctricos oscilantes que inciden sobre los iones atrapados en un campo de radiofrecuencia 
generado por un electrodo circular.  
 
 
A continuación se muestra una figura en la que se pueden consultar los tipos de espectrómetros 





Figura 14 - Tipos de espectrómetros de masas utilizados en proteómica. Los paneles superiores 
representan las dos fuentes más empleadas, (A) ESI y (B) MALDI. (C) En los equipos MALDI-TOF los iones se 
aceleran y se separan en un tubo de vuelo según sus diferentes masas. (D) Los equipos MALDI-TOF/TOF incluyen 
una celda de colisión entre los tubos de vuelo. (E) En el triple cuadrupolo los iones se seleccionan en el primer 
cuadrupolo (Q1), se fragmentan en la celda de colisión (Q2) y sus fragmentos se separan en el Q3. En una 
trampa lineal, los iones se capturan en una sección cuádruple, representada por el punto rojo en Q3. A 
continuación son sometidos a un campo de resonancia eléctrica y los fragmentos se escanean a su salida. (F) El 
cuadrupolo-TOF consiste en dos cuadrupolos combinados con un analizador tipo TOF. (G) La trampa iónica 
tridimensional funciona de manera similar a la lineal: captura los iones peptídicos, fragmenta los de determinada 
m/z y escanea los fragmentos a su salida para generar el espectro de masas. (H) El FT-MS también captura a los 
iones ayudándose de campos magnéticos de alta intensidad. Ilustración adaptada de Aebersold et al. [67]. 
 
Detector: Ciertos iones con una relación m/z particular pasan del analizador de masas al 
detector. Hoy en día, se utiliza como detector principalmente la placa de microcanales, que 
amplifica la señal mediante una cascada de electrones. La magnitud de la corriente producida en 
el detector en función del tiempo se usa para determinar la intensidad (abundancia) y el valor 
m/z del ión.  
 
Procesador de datos: A los tres módulos anteriores se le acopla un ordenador que se encarga 
de procesar los datos usando programas informáticos especializados [116]. Los espectros de 
masas son la traducción gráfica de la señal que llega al detector en los que el eje de ordenadas 
muestra la abundancia relativa de iones y el de abscisas los valores m/z (Figura 15). Estos 
programas usan algoritmos que pueden correlacionar los datos obtenidos de los análisis de MS y 





Figura 15 - Ejemplo de espectro de masas. Ampliación a modo de ejemplo de un espectro perteneciente 
a la proteína talina-1, identificada en el estudio clínico IAMCEST (página 90). 
 
1.4.4.2 Identificación de proteínas mediante espectrometría de masas 
 
La estrategia más sencilla y utilizada para la identificación proteica es la huella peptídica (peptide 
mass fingerprinting). En ella se comparan las medidas de masa observada de los péptidos 
obtenidos tras digestión enzimática de la proteína (normalmente se utiliza tripsina, que corta 
específicamente en el extremo C-terminal de los residuos de lisina y arginina) con las masas 
teóricas calculadas a partir de la digestión in silico de todas las proteínas compiladas en bases de 
datos hasta encontrar la mejor correspondencia [118–122]. Se suele utilizar para mezclas poco 
complejas, como las provenientes de manchas proteicas de geles 2D [68]. La puntuación de la 
proteína identificada se asigna mediante algoritmos que tienen en cuenta diferentes parámetros 
como el número de péptidos coincidentes, el porcentaje de secuencia cubierto o la precisión de 
las medidas de las masas. Uno de los más usados es el algoritmo MOWSE (molecular weight 
search) [119] que está incorporado en motores de búsqueda informáticos que gestionan los datos 
generados por espectrometría de masas hoy en día, como Mascot [123]. 
 
La confirmación de la proteína identificada se realiza mediante la fragmentación de uno o varios 
péptidos, utilizando la espectrometría de masas en tándem (MS/MS). En este proceso, dos 
analizadores de masas consecutivos permiten, en primer lugar, la selección de un péptido 
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concreto de la muestra introducida, y en segundo lugar, su fragmentación inducida por la 
colisión de los iones con un gas inerte, como el argón o el nitrógeno. Los fragmentos generados 
se separan en el segundo analizador del espectrómetro, obteniendo un espectro de 
fragmentación MS/MS, que es característico y único del péptido analizado y proporciona 
información sobre su secuencia de aminoácidos [68]. Este espectro de fragmentación es el 
resultado de los distintos framentos originados por la colisión del gas y el péptido. Son diversos 
los factores que influyen en el tipo de iones de fragmentación que se producen, como la 





1.5 Antecedentes en proteómica cardiovascular 
 
La aplicación de la proteómica al estudio de enfermedades cardiovasculares es de gran utilidad. 
Las situaciones patológicas que sufre el sistema cardiovascular pueden alterar los proteomas del 
músculo cardíaco, la vasculatura y la sangre. Así, durante las últimas dos décadas se han 
realizado análisis proteómicos de muchas de las diversas células, tejidos y órganos que participan 
en el origen, desarrollo y curso de las diversas dolencias cardiovasculares [125]. El objetivo de 
los primeros estudios realizados mediante proteómica consistía básicamente en producir una 
imagen descriptiva de la muestra para generar bases de datos en las que se pudieran consultar 
diferentes datos sobre las proteínas, como el punto isoeléctrico, la masa molecular, la secuencia 
de aminoácidos, las modificaciones postraduccionales y si estuviera disponible, la función. Por 
ejemplo, en la década de los 90 se realizaron varios estudios que utilizando la 2-DE 
cartografiaban las proteínas del músculo cardiaco [126,127]. En dichos estudios apenas se 
consiguió identificar unas pocas proteínas, pero constituyeron un importante punto de partida 
para estudios posteriores. Con el paso de los años, gracias al desarrollo de importantes mejoras 
técnicas, como la utilización de tiras IPG [128], los avances en el estudio de subproteomas 
(proteínas básicas, hidrofóbicas, de membrana…) [102,103] y la mejora en la visualización de 
proteínas poco abundantes [129,130] se han conseguido establecer bases de datos detalladas 
para proteomas de diferentes especies y tejidos. Estas bases de datos permiten a los 
investigadores identificar los cambios observados en el estudio de enfermedades 
cardiovasculares. 
 
En el campo de la proteómica cardiovascular fueron estudios como los de Dunn y Jungblut los 
que lograron establecer las primeras bases de datos de proteínas de miocardio para diversas 
especies [131–134]. Las investigaciones de estos grupos marcaron el camino y aportaron gran 
cantidad de información que sirvió de base para estudios posteriores, en los que se investiga la 
función proteica durante diferentes procesos fisiológicos o enfermedades. Hoy en día, las 
investigaciones han ido poco a poco sufriendo un cambio de orientación y se dirigen hacia el 
análisis de células y tejidos involucrados en estados de enfermedad o crónicos, en los que las 
modificaciones que sufren aportan información sobre la condición subyacente. Así, se puede 
destacar el estudio mediante técnicas proteómicas de varias enfermedades cardiovasculares: 
síndromes coronarios agudos [135–138], arteriosclerosis coronaria [139,140], cardiopatía 
dilatada [141–143] o hipertensión [144]. La idea de estos estudios es encontrar proteínas 
alteradas que sirvan como biomarcadores - bien diagnósticos o pronósticos - o dianas 
terapéuticas para la mejora del tratamiento de la enfermedad. El concepto de biomarcador fue 
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definido por el grupo de trabajo de los National Institutes of Health en 2001: “una característica 
que se mide y evalúa objetivamente como un indicador de procesos biológicos normales, 
procesos patogénicos, o respuestas farmacológicas a una intervención terapéutica” [145].  
 
En cualquier caso, es importante mencionar que los estudios proteómicos bien diseñados siempre 
aportan nueva información sobre los mecanismos moleculares que regulan los procesos 
fisiopatológicos de las enfermedades estudiadas. En el caso de esta tesis el esfuerzo estuvo 
orientado hacia la búsqueda de biomarcadores o dianas terapéuticas para los síndromes 
coronarios agudos. 
 
1.5.1 La búsqueda de biomarcadores cardiovasculares 
 
Resulta de importancia capital el diagnóstico correcto y rápido de los pacientes que se presentan 
con problemas cardiovasculares en el servicio de urgencias de un hospital. Cualquier retraso en 
aplicar las medidas oportunas puede implicar una situación de mayor peligro para la vida del 
paciente. Por ello, hay un especial interés en encontrar parámetros bioquímicos que funcionen 
como biomarcadores de la enfermedad y ayuden al clínico a diferenciar con celeridad el 
problema que aqueja al paciente. En las últimas décadas los avances técnicos en genética, 
genómica, proteómica y técnicas de imagen no invasiva han identificado una serie de parámetros 
bioquímicos cuyo rol como biomarcadores está siendo evaluado [146]. Esta evaluación crítica es 
clave para identificar aquellos biomarcadores que aporten información más importante, precisa y 
fiable [147]. 
 
En el caso de los SCA, el estudio de células circulantes como las plaquetas es una aproximación 
interesante tanto para la búsqueda de biomarcadores como para comprender los mecanismos 
moleculares subyacentes de la enfermedad. Como ejemplo representativo de un posible 
biomarcador derivado de plaquetas se puede citar a la proteína SCUBE1. Esta proteína está 
involucrada en las interacciones plaqueta-endotelio y podría funcionar como un indicador no 
específico de la isquemia aguda [148]. Los marcadores actuales como la troponina funcionan 
adecuadamente para detectar la necrosis miocárdica pero un biomarcador que permitiese la 
detección temprana de la isquemia, es decir identificar a aquellos pacientes en riesgo de muerte 





1.5.2 Antecedentes en proteómica de plaquetas en enfermedades 
 
En la última década el estudio de las plaquetas y sus funciones utilizando proteómica se ha 
popularizado. Los primeros estudios estaban dirigidos a mapear completamente el proteoma 
plaquetario, bien en estado basal [150–152] o tras activación [153–155], y sentaron las bases 
para el desarrollo del área de estudio. Pronto se vio que el objetivo presentaba importantes 
complicaciones y los estudios se orientaron al estudio de diferentes partes de las plaquetas o 
subproteomas: el secretoma [156], el proteoma de la membrana plaquetaria [157] o las 
micropartículas secretadas tras activación [158].  
 
El campo de estudio ha ido progresando de manera continua y en los últimos cinco años la 
proteómica de plaquetas se ha empezado a aplicar al estudio de diversas patologías con 
implicaciones plaquetarias [114]. De esta manera se ha empezado a demostrar que la proteómica 
constituye una importante herramienta para diseccionar el papel que cumplen las plaquetas en 
diferentes patologías como la uremia [159,160], la fibrosis quística [161], enfermedades 
degenerativas como Alzheimer o Parkinson [162], defectos de función plaquetaria como el 
síndrome de plaquetas grises (gray platelet syndrome) [163,164], el trastorno plaquetario de 
Quebec (Quebec platelet syndrome) [165] o el síndrome de depósito de gránulos delta (δ-storage 
pool disease) [166]. Del mismo modo, la proteómica de plaquetas también ha contribuido de 
manera importante al campo de la transfusión sanguínea estudiando los diversos cambios que se 
producen en los concentrados de plaquetas almacenados para su uso en clínica [167–170]. Pero 
sin duda, una de las áreas clínicas en la que la proteómica de plaquetas ha tenido una mayor 
actividad es en el estudio de la trombosis arterial y las enfermedades cardiovasculares. Diversos 
estudios, incluidos los publicados a partir del trabajo realizado en esta tesis doctoral, han 
analizado las plaquetas de pacientes con desórdenes como trombosis arterial [171], hipertensión 
[172], enfermedad coronaria estable [173–177] y síndromes coronarios agudos [174–177]. Estos 
estudios han tratado de esclarecer los mecanismos moleculares que regulan la actividad 
plaquetaria en diferentes contextos patológicos, siempre con el objetivo en mente de identificar 







Los objetivos principales de la presente tesis doctoral son profundizar en el conocimiento de los 
mecanismos moleculares que regulan la activación indeseada de las plaquetas durante los 
síndromes coronarios agudos, así como realizar un estudio de la vía de señalización del receptor 
plaquetario CLEC-2, cuya posible relevancia terapéutica está siendo evaluada. 
 
De estos objetivos principales se derivan los siguientes: 
 
1. Análisis comparativo mediante electroforesis bidimensional del proteoma de las 
plaquetas de pacientes con síndrome coronario agudo sin elevación del segmento ST 
con el de un grupo control compuesto por pacientes con cardiopatía isquémica crónica 
estable.  
 
2. Análisis comparativo mediante electroforesis bidimensional del proteoma de las 
plaquetas de pacientes con infarto agudo de miocardio con elevación del segmento ST 
con el de un grupo control compuesto por pacientes con cardiopatía isquémica crónica 
estable.  
 
3. Estudio mediante técnicas de biología molecular y bioinformáticas de las posibles vías 
de señalización detectadas como alteradas en los análisis comparativos clínicos. 
 
4. Análisis proteómico de la vía de señalización de CLEC-2 en plaquetas procedentes de 
donantes sanos. Las plaquetas se activarán con el agonista específico rhodocytin y se 
analizará el proteoma total mediante 2D-DIGE y el fosfoproteoma tras 
inmunoprecipitación con anticuerpos anti-fosfotirosina utilizando 1D-SDS-PAGE y 
tinción fluorescente. 
 
5. Validación mediante técnicas de biología molecular, como inmunodetección e 
inmunoprecipitación, de una selección de las proteínas diferenciales detectadas en los 
análisis comparativos realizados. 
 
 








A continuación se detalla una lista de los principales materiales empleados en la realización de 
este trabajo, así como el nombre de los proveedores. 
 
Tabla 2 - Lista de materiales y casas comerciales. 
Material Casa comercial 
Agregómetro (490-2D) Chrono-log 
Anticuerpos 
Santa Cruz, Ambion, R&D 
Systems, Millipore, Invitrogen 
Centrífugas (5415R y 5702) Eppendorf 
Contador de plaquetas  
(Z1 Coulter Particle Counter) 
Beckman 
Escáner fluorescencia  
(Typhoon 9410) 
GE Healthcare 
Espectrofotómetro (Genesys 20) Thermo Scientific 
Espectrómetros de masas (MALDI-
TOF/TOF 4800, amaZon ETD)  
ABSciex, Bruker  
Geles prefabricados (NuPAGE) Invitrogen 
Kit 2D-DIGE (marcaje mínimo) GE Healthcare 
Kit quimioluminiscencia Thermo Scientific 
Líquidos de revelado Ilford 
Membranas PVDF GE Healthcare 
Placas radiográficas GE Healthcare 
Proteína A-sefarosa GE Healthcare 
Reactivos generales 
Sigma-Aldrich, Merck, BDH 
Prolabo, Serva, Fluka, Thermo 
Sistemas de electroforesis (Ettan Dalt 
Six, Multiphor II, IPGPhor 3, XCell 
SureLock, kuroGel Verti 1816K)  
GE Healthcare, Invitrogen, VWR 
Software análisis de imagen 
(SameSpots , REDFIN) 
Nonlinear Dynamics, Ludesi 
Sonicador (Sonifier 150) Branson 
Tubos de sangre Beckton, Dickinson and Company 
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3.2 Métodos 
3.2.1 Selección de muestras 
 
Para realizar los estudios clínicos (SCASEST, IAMCEST) y el estudio básico (CLEC-2) se 
recogieron muestras de sangre de diferentes pacientes y donantes. La descripción de los grupos 
de muestras y sus acrónimos se detalla en la siguiente tabla. 
 
Tabla 3 - Acrónimos y descripción de las muestras utilizadas en cada uno de los estudios 








Pacientes con un síndrome coronario agudo sin 
elevación del segmento ST. 
CROSCASEST 
Controles con cardiopatía isquémica crónica estable 




Pacientes con infarto agudo de miocardio con 
elevación del segmento ST. 
CROIAMCEST 
Controles con cardiopatía isquémica crónica estable 
que hubieran tenido un IAMCEST previamente. 
SANOS Donantes sanos 
Estudio básico 
CLEC-2 
SANOS Donantes sanos 
 
Las muestras de los pacientes agudos y los controles crónicos se recogieron en el Servicio de 
Cardiología del Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela. En el caso de los 
pacientes agudos (SCASEST, IAMCEST) se les preguntó si querían participar en el estudio tras el 
diagnóstico de la condición. En caso afirmativo, se recogieron 27 mL de sangre en tubos de 
citrato Vacutainer (Beckton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, Nueva Jersey, EEUU) para 
su análisis. Así, este primer grupo de muestras se recogió en el momento agudo, durante las 
primeras 24 h desde el inicio de los síntomas (12 h en el caso de IAMCEST) e inmediatamente 
tras su llegada al hospital. Además de esta muestra también se recogieron otras dos en 
momentos de tiempo diferentes. El segundo grupo de muestras se recogió a los cinco días tras el 
ingreso, antes de que se diese el alta al paciente, con el objetivo de ver si había una reversión 
Materiales y métodos 
47 
rápida de los cambios observados en el proteoma plaquetario desde el ingreso. Por último, el 
tercer grupo de muestras se recogió a los seis meses, en la revisión del paciente. En todos los 
casos se obtuvo el consentimiento informado de los pacientes. Los estudios fueron aprobados por 
el Comité Ético de Investigación Clínica de Galicia y se llevaron a cabo de acuerdo a los 
principios de la declaración de Helsinki. Las muestras de los donantes sanos se recogieron 
utilizando los mismo tubos de citrato pero la extracción se realizó en el Servizo de Vixilancia da 
Saúde da Universidade de Santiago de Compostela. 
 
3.2.2 Características de los pacientes agudos 
 
Se definió como paciente SCASEST a aquel que ingresó en el hospital con dolor torácico de al 
menos 10 min de duración con elevación de la troponina cardiaca y/o cambios transitorios en el 
segmento ST y onda T del electrocardiograma. 
 
Se definió como paciente IAMCEST a aquel que ingresó en el hospital con dolor torácico de al 
menos 20 min de duración con elevación del segmento ST de al menos 0,1 mV en dos o más 
derivaciones contiguas o presentaba bloqueo de rama izquierda de nueva aparición asociado a 
elevación de marcadores de daño miocárdico. Y al que se le realizó terapia de reperfusión 
urgente. 
 
En la mayoría de los casos se les administró aspirina a los pacientes antes de llegar al hospital 
por lo que se incluyeron en el estudio a pesar de estar bajo tratamiento con un fármaco 
antiplaquetario. Así mismo, algunos pacientes habían recibido una dosis de carga de clopidogrel. 
La recogida de los controles se hizo teniendo en cuenta estos tratamientos para minimizar su 
posible efecto sobre el proteoma plaquetario. Sin embargo, los pacientes tratados con fármacos 
anti-αIIbβ3 fueron excluidos del estudio pues su discriminación era más sencilla, al ser fármacos 
administrados en el hospital. Cuando alguno de estos fármacos anti-αIIbβ3 se había administrado 
antes de la extracción de sangre se decidió no incluir dichos pacientes para minimizar el uso de 
fármacos antiplaquetarios en el estudio y también porque hubiese sido complicado encontrar 
controles que tomasen dichos fármacos. 
 
Los criterios de exclusión para ambos grupos de pacientes agudos fueron los siguientes: 
enfermedades neoplásicas o inflamatorias, desórdenes de coagulación, problemas asociados a las 
plaquetas, otras enfermedades cardiacas significativas excepto hipertrofia ventricular izquierda 
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debida a hipertensión, terapia crónica con fármacos (excepto aquellos fármacos requeridos para 
el tratamiento de aterosclerosis clínica pre-existente o sus factores de riesgo), y haber sufrido 
procedimientos quirúrgicos, traumatismos de importancia, eventos tromboembólicos o 
procedimientos de revascularización en los tres meses anteriores. 
 
3.2.3 Características de los controles crónicos y sanos 
 
En el caso de los estudios clínicos las muestras de los controles crónicos se escogieron de manera 
que no existiesen diferencias significativas entre los grupos de pacientes agudos y controles 
crónicos en parámetros como tratamiento antiplaquetario, género, edad y diabetes mellitus. Así 
mismo, los controles o donantes sanos fueron seleccionados con la intención de que no 
presentasen diferencias significativas respecto al grupo de pacientes agudos en género y edad. 
Además, los donantes sanos no podían haber tomado medicación antiplaquetaria en los 10 días 
anteriores a la extracción de la muestra. 
 
3.2.4 Aislamiento de plaquetas 
 
Para el aislamiento de plaquetas se utilizó un protocolo basado en un método bien contrastado 
que limita la contaminación de las mismas con otras células sanguíneas y que además minimiza 
la posibilidad de una activación técnica indeseada [178]. 
 
El aislamiento de plaquetas de todas las muestras de sangre recogidas durante la realización de 
esta tesis doctoral se realizó en menos de dos horas tras la extracción. El motivo es que a partir 
de ese momento las plaquetas pueden activarse espontáneamente lo que produciría la alteración 
de su proteoma. La extracción de la sangre se realizó utilizando agujas de calibre 21, como 
mínimo, y tras aplicación de un torniquete ligero. Se descartaron los dos primeros mL de sangre 
y se recogieron unos 27 mL de cada donante en tubos Vacutainer (Beckton, Dickinson and 
Company) con un 3,8% de citrato sódico como anticoagulante. 
 
El protocolo básico de aislamiento de plaquetas se realizó como sigue (Figura 16): 
 
- Se calientan a 30ºC 10 mL de ácido-citrato-dextrosa (ACD) y 50 mL de tampón de 
Tyrode modificado (Modified Tyrode’s Buffer, MTB), que se suplementa con 5 mM de 
glucosa justo antes de empezar el experimento. 
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- Se añade un 10% (v/v) de ACD en cada tubo de sangre para mantener el pH del medio 
controlado a un valor cercano a 6,6; condición en la que la agregación plaquetaria no 
tiene lugar. Se mezcla invirtiendo suavemente los tubos tres veces. 
- La sangre se transfiere a tubos de polipropileno adaptados para su uso en centrífuga 
hematológica y se centrifugan a 200 g durante 20 min para obtener el plasma rico en 
plaquetas (PRP). Esta centrifugación produce la separación de la sangre en dos fases. 
En la parte inferior del tubo se encuentra la fase roja, compuesta de las células más 
densas de la sangre, los eritrocitos, y en la parte superior del tubo se encuentra el PRP, 
dónde flotan las plaquetas. También se puede observar una interfase con forma de disco 
blanquecino integrada por leucocitos y que separa a las dos fases mencionadas. 
- Se recoge el PRP en un tubo de propileno de 50 mL teniendo mucho cuidado de no 
coger ningún leucocito o eritrocito que pueda contaminar la población de plaquetas. 
Para evitar esta contaminación se recogen únicamente las ¾ partes superiores de la 
fracción de PRP. 
- A cada 28 mL de PRP se le añaden 10 µg del inhibidor plaquetario prostaglandina I2 
(PGI2, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, EEUU) para evitar que se activen 
las plaquetas por las fuerzas de centrifugación. Se mezcla lentamente por inversión el 
contenido del tubo e inmediatamente se centrifuga 10 min a 1000 g. Con esta 
centrifugación se consigue separar el plasma de las plaquetas, obteniendo un sedimento 
de plaquetas sin activar y un sobrenadante que es el plasma pobre en plaquetas. 
- Se descarta el sobrenadante como residuo clínico y se resuspende con cuidado el 
sedimento en 1 mL de MTB y 150 µL de ACD. Se incrementa el volumen hasta 25 mL de 
MTB y se añaden 3 mL de ACD. 
- Se realiza el contaje de plaquetas. Para ello se separan 5 µL de suspensión de plaquetas 
y se diluyen en 10 mL de tampón de contaje Isoton II (Beckman Coulter, Brea, CA, 
EEUU). 
 
El protocolo de contaje de plaquetas se realiza de la siguiente manera: 
  
- La mezcla de plaquetas e Isoton II (Beckman Coulter) se mezcla bien invirtiendo tres o 
cuatro veces el vaso de contaje. 
- Se prepara el contador de plaquetas (Z1 Coulter Particle Counter, Beckman Coulter) 
haciendo medidas del blanco (10 mL de Isoton II) hasta que dos medidas consecutivas 
den por debajo de 1x106 partículas. 
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- Se mide la muestra de plaquetas por duplicado controlando que el número de 
partículas/células que pudieran estar contaminando la muestra sea menor a 1x106. Para 
discriminar las posibles partículas/células contaminantes, el contador se calibra para 
contar únicamente como plaquetas aquellas células que tengan un tamaño entre 1,785 y 
3,855 µm. 
- Por último se controla que el contador vuelva a estar preparado para el próximo contaje 
realizando medidas del blanco hasta que se encuentre por debajo de 1x106 partículas en 
10 mL. 
 
Tras el contaje se continúa con el protocolo de aislamiento de plaquetas: 
 
- Una vez se tienen los datos de contaje se vuelven a añadir 10 µg de PGI2 al sedimento 
de plaquetas que se encuentra resuspendido en MTB y se centrifuga la suspensión 
10 min a 1000 g. Con este paso se lavan las plaquetas y se obtiene una muestra libre de 
contaminaciones plasmáticas. 
- Se descarta de nuevo el sobrenadante y se resuspende el sedimento en la cantidad 
necesaria de MTB para que las plaquetas se encuentren a una concentración final entre 
4 y 8x108 plaquetas por mL, dependiendo de la cantidad de plaquetas obtenidas y del 
estudio para el que se recoja la muestra (en el caso del estudio básico de CLEC-2 
siempre se resuspendieron las muestras 8x108 plaquetas/mL), siempre por debajo de 
1x109 plaquetas por mL, cantidad reconocida como límite para que las plaquetas no 
sufran agregación espontánea. 
- Tras este paso se deja reposar la muestra a temperatura ambiente durante 30 min, y se 
añade 1 mM de EGTA en los últimos 5 min para evitar agregaciones (no se añade en el 
estudio básico de CLEC-2, en el que se agrega integrilina 9 µM, ver página 52). 
- La cantidad total de plaquetas se divide en alícuotas para experimentos de proteómica y 
de inmunodetección (estudios de validación). 
- En el caso de las primeras se centrifugan alícuotas de 1 mL a 10000 g durante 2 min. Se 
retira el sobrenadante y se añaden 10 µL de un cocktail de inhibidores de proteasas 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) al sedimento de plaquetas. Se congelan 
inmediatamente los sedimentos en nitrógeno líquido durante 10 segundos y se añaden 
290 µL de tampón de muestra 2-DE. Se congelan las muestras a 80ºC. 
- En el caso de las alícuotas para estudios de validación se añade una cantidad de tampón 
de carga 5X y se congelan a -80ºC hasta su utilización. También se recogen alícuotas 
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para cuantificación de las muestras de validación y se les añade tampón de lisis 2X 
compatible con el kit de cuantificación de proteína DC (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU). 
-  
 
Figura 16 - Diagrama esquemático del método de aislamiento de plaquetas. El método está 
diseñado para evitar la contaminación de la población de plaquetas con otras células sanguíneas y para 
minimizar la posibilidad de una activación plaquetaria indeseada producida por manipulación técnica. 
ACD: 
Citratro sódico - 117 mM 
Glucosa - 111 mM 
Ácido cítrico - 78 mM 
 
MTB: 
Cloruro sódico - 134 mM 
Fosfato disódico - 0,34 mM 
Cloruro potásico - 2,9 mM 
Bicarbonato sódico - 12 mM 
HEPES - 20 mM 
Cloruro de magnesio - 1 mM 
pH 7,3 
 
Tampón de muestra 2-DE: 
Urea - 5 M 
Tiourea - 2 M 
Tributilfosfina - 2 mM 
DTT - 65 mM 
CHAPS - 65 mM 
NDSB-256 - 0,15 M 
Inhibidores de fosfatasas: 
Ortovanadato de sodio - 1 mM 
Fluoruro de sodio - 0,1 mM 
Benzamidina - 1 mM 
Trazas de azul de bromofenol 
Tampón de carga 5X: 
Tris pH 6,8 - 0,125 M 
SDS - 10% (p/v) 
Glicerol - 50% (p/v) 
β-mercaptoetanol - 25% (v/v) 
Trazas de azul de bromofenol 
 
Tampón de lisis 2X: 
Cloruro sódico - 0,3 M 
Tris BASE - 20 mM 
EGTA - 2 mM 
EDTA - 2 mM 
NP-40 - 2% (v/v) 
Inhibidores de proteasas y fosfatasas: 
 Aprotinina - 10 µg/mL 
 Pepstatina - 1 µg/mL 
 Leupeptina - 10 µg/mL 
 AEBSF - 400 µg/mL 
 Ortovanadato de sodio - 5 mM 
pH 7,5 
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3.2.5 Activación de plaquetas con CRP 
 
En el estudio IAMCEST se realizaron una serie de experimentos para investigar la fosforilación 
de la vía de señalización del receptor plaquetario GPVI en una nueva cohorte de pacientes con un 
IAMCEST frente a controles CROIAMCEST y controles SANOS. Las plaquetas se activaron con el 
péptido relacionado con colágeno (collagen-related peptide, CRP) donado amablemente por el 
Doctor Yotis A. Senis (University of Birmingham, Reino Unido). Se siguió el protocolo normal de 
aislamiento de plaquetas pero, tras el reposo de 30 min y la adición de 1 mM EGTA, se activaron 
las mismas en un agregómetro 490-2D (Chrono-log, Havertown, PA, EEUU) precalentado a 37ºC. 
 
Para realizar las activaciones se prepararon alícuotas de 500 µL con 3x108 plaquetas/mL y se 
añadieron los inhibidores de mediadores secundarios apirasa (2 U/mL) e indometacina (10 µM). 
 
Se procedió con la activación de las plaquetas a 37ºC con agitación constante a 1200 rpm: 
 
- Se calientan las alícuotas durante 2 min a 37ºC. 
- Se agitan durante 30 segundos a 1200 rpm. 
- Se añaden 5 µL de CRP (concentración final: 10 µg/mL) o de su diluyente (ácido 
acético 0,01 M con 0,01% de albúmina de suero bovino (bovine serum albumin, BSA)), 
según corresponda, y se dejan activar durante 90 segundos. 
- Las muestras se lisan con 500 µL de tampón de lisis 2X con inhibidores de proteasas y 
fosfatasas y se procede con la inmunoprecipitación de proteínas fosforiladas en tirosina 
de manera similar a la realizada en el estudio de CLEC-2 (ver página 55). 
 
3.2.6 Activación de plaquetas con rhodocytin 
 
En el estudio del receptor CLEC-2, las muestras de sangre fueron obtenidas a partir de donantes 
sanos para ser activadas con el agonista rhodocytin (donación del Doctor Johannes A. Eble, 
Frankfurt University Hospital, Alemania) y así poder estudiar su cascada de señalización. El 
proceso de aislamiento de plaquetas fue idéntico al descrito anteriormente con una excepción, 
tras el reposo de 30 min se procedió con las activaciones plaquetarias en un agregómetro 490-2D 
(Chrono-log) precalentado a 37ºC. 
 
Para ello se dividió la disolución de plaquetas, que en este estudio siempre se resuspendió a una 
concentración de 8x108 plaquetas/mL, en alícuotas de 500 µL conteniendo 4x108 plaquetas cada 
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una. Se añadieron 5 µL de Integrilina 900 µM (concentración final: 9 µM) (GlaxoSmithKline, 
Londres, Reino Unido) a cada uno de los tubos para evitar la agregación plaquetaria mediante el 
bloqueo de la integrina αIIbβ3. 
 
Se procedió con la activación en el agregómetro 490-2D (Chrono-log) (a 37ºC y agitación 
constante a 1200 rpm): 
 
-  Se calientan las alícuotas durante 4 min a 37ºC. 
- Se agitan durante 1 min a 1200 rpm. 
- Se añaden 5 µL de rhodocytin de un stock 30 µM (concentración final: 300 nM) o de su 
diluyente (Tris 20 mM pH 8), según corresponda, y se dejan activar durante 5 min. 
- En el caso de muestras destinadas al estudio mediante 1D-SDS-PAGE de la vía de CLEC-
2 se lisan las plaquetas con 500 µL de tampón de lisis 2X con inhibidores de proteasas y 
fosfatasas y se procede con la inmunoprecipitación de proteínas fosforiladas en tirosina 
(página 55). 
- Para las muestras destinadas al estudio comparativo mediante 2D-DIGE la activación se 
realiza sobre 500 µL con 4x108 plaquetas, se para con un choque de nitrógeno líquido 
durante 10 segundos, y se añaden 10 µL de un cocktail de inhibidores de proteasas 
(Sigma-Aldrich) y 2,5 µL de un cocktail de inhibidores de fosfatasas (1 M bezamidina, 
100 mM fluoruro de sodio, 1 M ortovanadato de sodio). En este punto las muestras se 
congelan a -80ºC hasta su procesado posterior que será la precipitación de proteína 
(página 62). 
 
Tampón de lisis 2X: 
Cloruro sódico - 0,3 M 
Tris BASE - 20 mM 
EGTA - 2 mM 
EDTA - 2 mM 
NP-40 - 2% (v/v) 
Inhibidores de proteasas y fosfatasas: 
 Aprotinina - 10 µg/mL 
 Pepstatina - 1 µg/mL 
 Leupeptina - 10 µg/mL 
 AEBSF - 400 µg/mL 
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3.2.7 Cuantificación de proteína 
 
La cuantificación de las muestras se realizó utilizando el conocido método Bradford [179] 
utilizando el reactivo Coomassie Plus (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU) que es 
compatible con el tampón de muestra 2-DE. En el caso de las muestras resuspendidas en tampón 
de lisis se empleó el kit de cuantificación de proteína DC (Bio-Rad). 
 
El protocolo de cuantificación se realizó como sigue: 
 
- Se descongelan las muestras resuspendidas en tampón de muestra 2-DE y se atemperan 
50 mL de Coomassie Plus y BSA (2 mg/mL). 
- Se realiza por duplicado una curva patrón de la siguiente manera: se hacen seis 
diluciones consecutivas 1:2 de la BSA concentrada utilizando el diluyente en que se 
encuentre disuelta la muestra, en nuestro caso tampón de muestra 2-DE. Para ello se 
añaden 20 µL de diluyente a cada tubo de 1,5 mL y se van trasladando 20 µL de BSA, 
obteniendo así seis puntos de la curva patrón con las siguientes concentraciones de 
BSA: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 µg/mL. 
- Una vez que el reactivo de Coomassie está atemperado se añaden 600 µL a cada tubo, 
se mezclan en el agitador de vórtice y se dejan reposar 5 min. 
- Se selecciona la longitud de onda de 595 nm en el espectrofotómetro y se hace un 
blanco con diluyente (20 µL) y Coomassie (600 µL). Se traspasa el contenido de cada 
tubo a cubetas y se anotan las absorbancias. La variación entre los duplicados no puede 
ser mayor de un 10%, en cuyo caso se repetiría la medida hasta reducir la desviación. 
- Una vez la curva patrón está realizada correctamente se procede a la medición de la 
muestra. Para ello se añaden 600 µL de Coomassie a un tubo junto con 2 µL de 
muestra. Se mezclan en el agitador de vórtice y se deja reposar 5 min. Cada muestra se 
mide por duplicado. 
- Cuando se tienen todos los datos se realiza un gráfico con Excel para dibujar la curva 
patrón y con ella, calculamos la concentración de nuestras muestras. 
 
En el caso de muestras disueltas en tampón de lisis el protocolo de cuantificación es diferente. Se 
hizo utilizando el kit de cuantificación de proteína DC (Bio-Rad), que es compatible con una 
gran cantidad de detergentes y otros compuestos. Se utilizó el protocolo definido por el 
fabricante con ligeras modificaciones: 
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- Se prepara el reactivo de medición A’ añadiendo 20 µL de reactivo S a 1 mL de reactivo 
A. Si se forma precipitado se calienta la mezcla y se mezcla en el agitador de vórtice. 
- Se preparan las diluciones del mismo modo que en el método de Coomassie descrito 
anteriormente pero en este caso se utilizan 10 µL de diluyente y 10 µL de BSA 
(1 mg/mL).  
- Se añaden 50 µL de A’ a cada tubo y se mezclan en el agitador de vórtice.  
- Se añaden 400 µL de reactivo B en cada tubo y se mezclan en el agitador de vórtice 
inmediatamente.  
- Tras 15 min de reposo se leen las absorbancias a 750 nm. 
- Se continúa con el protocolo del reactivo de Coomassie. 
 
3.2.8 Estudios de proteómica 
3.2.8.1 Inmunoprecipitación de proteína 
 
Las muestras del análisis 1D-SDS-PAGE de CLEC-2 se activaron con rhodocytin y se lisaron con el 
tampón de lisis 2X. Después se realizaron inmunoprecipitaciones de proteínas fosforiladas en 
tirosina según el siguiente protocolo: 
 
- Tras el lisado de las muestras se realiza un paso de preaclarado con bolitas de sefarosa 
recubiertas de proteína A (PAS). Para ello se preparan unos 250 µL (50% v/v) de PAS 
con TBS-T y se incuba cada una de las inmunoprecipitaciones con 25 µL durante 1 h a 
4ºC en rotación. Este paso se realiza para eliminar posibles componentes reactivos de 
los lisados que interaccionen de manera inespecífica con las bolitas o el anticuerpo de la 
inmunoprecipitación. 
- Se centrifugan las muestras 10 min a 10000 g a 4ºC. Se recoge el sobrenadante, se deja 
reposar en hielo y se descarta el PAS. El paso de preaclarado se realizó dos veces con 
25 µL de PAS y 4 µg de anticuerpo anti-Fibrinógeno para deplecionarlo durante 2,5 h a 
4ºC (debido a que se detectó unión inespecífica de dicha proteína, e interfería con el 
análisis). 
- Se recogen lisados totales en tampón de carga 2X. Se mezclan en el agitador de vórtice, 
se hierven durante 5 min y se guardan a -80ºC hasta su uso. 
- Tras dejar reposar los lisados preaclarados en hielo durante 20 min se añaden 4 µg del 
anticuerpo anti-fosfotirosina 4G10 a las muestras y se dejan en rotación a 4ºC toda la 
noche para recoger toda la proteína. 
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- Se centrifugan las muestras durante 1 min a 10000 g a 4ºC, se lava el sedimento de 
bolitas una vez con 1 mL de tampón de lisis 1X y dos veces con 1 mL de TBS-T. 
- Finalmente, se lisan las muestras con tampón de carga 2X, se mezclan en el agitador de 
vórtice y se hierven durante 5 min. Se recogen en un microtubo nuevo tras 
centrifugarlas por última vez. 
 
Tampón de lisis 2X: 
Cloruro sódico - 0,3 M 
Tris BASE - 20 mM 
EGTA - 2 mM 
EDTA - 2 mM 
NP-40 - 2% (v/v) 
Inhibidores de proteasas y fosfatasas: 
Aprotinina - 10 µg/mL 
Pepstatina - 1 µg/mL 
Leupeptina - 10 µg/mL 
AEBSF - 400 µg/mL 
Ortovanadato de sodio - 5 mM 
pH 7,5 
TBS-T: 
Tris pH 7,6 - 0,02 M 
Cloruro sódico - 0,137 M 
Tween 20 - 1% (v/v) 
pH 7,6 
Tampón de carga 5X: 
Tris pH 6,8 - 0,125 M 
SDS - 10% (p/v) 
Glicerol - 50% (p/v) 
β-mercaptoetanol - 25% (v/v) 
Trazas de azul de bromofenol 
 
3.2.8.2 Electroforesis monodimensional (1D-SDS-PAGE) 
 
En el estudio del receptor plaquetario CLEC-2 se realizó un análisis de proteómica basado en 1D-
SDS-PAGE. Para realizarlo las muestras de plaquetas se procesaron de manera habitual (ver 
página 48) y se realizaron inmunoprecipitaciones de proteínas fosforiladas en tirosina. Las 
muestras inmunoprecipitadas se lisaron en tampón de carga y se juntaron en dos alícuotas, una 
con muestras basales y otra con muestras estimuladas con rhodocytin, que se corrieron en un gel 
de poliacrilamida al 10% de un tamaño 14x16 cm. Para ello se utilizó un sistema de cubetas 
kuroGel Verti 1816K (VWR, Radnor, PA, EEUU). El gel se tiñó de dos maneras, con Pro-Q 
Diamond (Molecular Probes, Eugene, OR, EEUU) para visualizar las proteínas fosforiladas, y a 
continuación con SYPRO Ruby (Lonza Group, Basilea, Suiza) para poder observar todas las 
proteínas. 
 
El protocolo de tinción del Pro-Q Diamond (Molecular Probes) comienza con un primer paso de 
fijación de las proteínas en el que el gel se sumerge durante la noche en 500 mL de solución de 
fijación. Al día siguiente, se lava tres veces durante 10 min con agua milliQ y se tiñe durante 2 h 
con Pro-Q Diamond (Molecular Probes). Después, se lava con solución de destinción durante 
1,5 h y finalmente se lava con agua milliQ antes de escanear el gel en un escáner Typhoon 9410 
(GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). Las condiciones de escaneado utilizadas fueron: 
longitud de onda del láser 532 nm, filtro: 560 nm, sensibilidad media, fotomultiplicador 600 V. 
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Tras la visualización de las proteínas fosforiladas el gel se tiñó con SYPRO Ruby (Lonza) para ver 
el contenido de proteína total. El gel se re-escaneó (ver las condiciones de escaneado y el 
protocolo de tinción en la página 61) y las bandas diferenciales detectadas se recortaron para su 
análisis posterior por espectrometría de masas. 
 
Solución fijación ProQ Diamond: 
Metanol - 50% (v/v) 
Ácido acético - 10% (v/v) 
Solución destinción ProQ Diamond: 
Acetonitrilo - 20% (v/v) 
Acetato sódico - 50 mM 
pH 4 
 




La rehidratación de las tiras IPG se realizó siempre mediante rehidratación pasiva durante 
14-16 h. Las tiras empleadas fueron de gradiente de pH 4-7, de 7 y 24 cm (GE Healthcare) y los 
volúmenes finales de rehidratación, que dependen del tamaño de la tira IPG, fueron 125 µL y 
500 µL respectivamente. 
 
Para realizar la rehidratación pasiva se coge la cantidad adecuada de muestra y se le añade un 
1,6% (v/v) de anfolitos (pH 4-7) (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Alemania), se 
añade tampón de muestra 2-DE hasta el volumen final, se mezcla en el agitador de vórtice y se 
centrifuga durante 5 min a 10000 g para eliminar los posibles contaminantes. Se pipetea la 
muestra en un carril de la bandeja de rehidratación (Immobiline DryStrip Reswelling Tray, GE 
Healthcare) se coloca encima la tira con el gel en contacto con la muestra, se cubre con aceite 
mineral DryStrip Cover Fluid (GE Healthcare) para evitar evaporaciones y se deja rehidratando 
durante la noche. Tras la rehidratación pasiva, se elimina el exceso de aceite dejándolo escurrir 
sobre un papel de filtro y a continuación se colocan las tiras IPG en el Multiphor II (GE 
Healthcare) para proceder con el IEF. 
 
Tampón de muestra 2-DE: 
Urea - 5 M 
Tiourea - 2 M 
Tributilfosfina - 2 mM 
DTT - 65 mM 
CHAPS - 65 mM 
NDSB-256 - 0,15 M 
Inhibidores de fosfatasas: 
Ortovanadato de sodio - 1 mM 
Fluoruro de sodio - 0,1 mM 
Benzamidina - 1 mM 
Trazas de azul de bromofenol 
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B) Isoelectroenfoque (primera dimensión) 
 
Tras la rehidratación se procede con la primera dimensión o isoelectroenfoque (isoelectric 
focusing, IEF) a 17ºC. Para ello se colocan las tiras IPG en el Multiphor II con el gel cara arriba, 
se ponen pequeñas tiras de papel de electrodo humedecidas con agua milliQ en los extremos de 
la tira para absorber las posibles sales restantes, se cubren las tiras IPG con aceite mineral, se 
colocan los electrodos y se corre el programa correspondiente (Tabla 4 y Tabla 5). 
 
Tabla 4 - Programa para el IEF de lisados de plaquetas en tiras IPG de 7 cm. 






1 200 3 5 1 min 
2 3500 10 5 1 h 30 min 
3 3500 10 5 1 h 40 min 
 
 
Tabla 5 - Programa para el IEF de lisados de plaquetas en tiras IPG de 24 cm. 






1 300 3 5 1 min 
2 300 10 5 2 h 
3 3500 10 5 3 h 





Tras la realización de la primera dimensión y antes de realizar la separación por masa molecular 
de la segunda dimensión, las muestras se tienen que tratar con tampón de equilibrado 2-DE. La 
función principal del paso de equilibrado es rodear a las proteínas de moléculas de SDS. Este 
compuesto confiere a las proteínas una distribución de carga negativa acorde con su tamaño y 
permite su separación por masa molecular en la segunda dimensión. Además, el tampón contiene 
un compuesto reductor (DTT) que mantiene el estado reducido de las proteínas desnaturalizadas 
evitando que se vuelvan a formar enlaces disulfuro y con ello las estructuras terciarias y 
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cuaternarias. Las tiras IPG enfocadas se sitúan en la bandeja de rehidratación y se mantienen en 
este tampón durante 15 min. A continuación se elimina la solución, lavando las tiras IPG con 
abundante agua destilada. Las muestras se encuentran ahora preparadas para proceder con la 
separación por masa molecular en la segunda dimensión. 
 
Tampón de equilibrado 2-DE: 
Tris pH 6,8 - 50 mM 
Urea - 4 M 
Tiourea - 2 M 
Glicerol - 30% (v/v) 
SDS - 2% (p/v) 
DTT - 2% (p/v) 
Trazas de azul de bromofenol 
 
 
D) SDS-PAGE (segunda dimensión) 
 
La segunda dimensión se realizó en geles grandes de poliacrilamida al 10% y al 11%. Los 
primeros se utilizaron en los estudios clínicos (SCASEST e IAMCEST) junto con un compuesto 
fortalecedor para evitar su ruptura durante la manipulación de los mismos. Este compuesto, 
llamado Rhinohide (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) no se utilizó en el estudio básico de CLEC-
2, en el que se emplearon geles de poliacrilamida de un porcentaje ligeramente superior (11%). 
Para preparar los geles se utiliza un sistema de polimerización llamado DALTsix Gel Caster (GE 
Healthcare) en el que para aumentar la reproducibilidad se pueden polimerizar seis geles al 
mismo tiempo. Se utilizó como agente reticulante (crosslinker) la bis-acrilamida (37,5:1, 
30% (p/v)) en presencia del iniciador de reacción N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamina (TEMED) y 
el catalizador persulfato de amonio (ammonium persulfate, APS) (Tabla 6). 
 
Los geles se preparan el día anterior al de su utilización, se dejan polimerizar durante unas 5 h a 
temperatura ambiente y se guardan a 4ºC durante la noche protegidos con solución de 
almacenamiento para evitar su deshidratación. 
 
Cuando las tiras IPG han sido equilibradas se colocan sobre la superficie del gel con la ayuda de 
una solución de agarosa al 0,5% (p/v) en tampón de electroforesis evitando que queden 
burbujas atrapadas entre la tira y la superficie del gel, o entre el gel y el cristal. 
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Tabla 6 - Reactivos para la preparación de geles de poliacrilamida. 
Reactivos 
6 Geles al 10% 
(Estudios clínicos) 
6 Geles al 11% 
(Estudio CLEC-2) 
Bis-acrilamida (37,5:1 30% (p/v)) 150 mL 165 mL 
Tris pH 8,8 1,5M 113 mL 113 mL 
SDS 10% (filtrado) 4,50 mL 4,50 mL 
Agua milliQ 147,23 mL 164,57 mL 
APS (10%) 4,50 mL 1,80 mL 
TEMED (10%) 0,77 mL 1,13 mL 
Rhinohide 30 mL - 
TOTAL 450 mL 450 mL 
 
La segunda dimensión se realiza en el sistema Ettan DALTsix (GE Healthcare), con tampón de 
electroforesis, dura entre 4 y 5 h y se realiza a 10ºC con el programa detallado en la Tabla 7. 
Tabla 7 - Programa para la segunda dimensión (geles 25 x 20 cm). 






1 80 20/gel 2/gel 1h 





Las tiras IPG de 7 cm utilizadas para los experimentos de validación se corrieron en geles 
pequeños en el sistema de cubetas XCell SureLock (Invitrogen), utilizando dos tipos de geles 
dependiendo del experimento: geles comerciales en gradiente (4-12%) bis-tris (NuPAGE, 
Invitrogen) y geles preparados manualmente con un porcentaje de poliacrilamida determinado 
según la masa molecular de las proteínas de interés. En este caso, la segunda dimensión se 
realizó a un voltaje constante de 120 V durante aproximadamente 1 h y 45 min. 
 
Solución de almacenamiento: 
Tris pH 8,8 - 0,375 M 
SDS - 10% (v/v) 
 
Tampón de electroforesis: 
Tris BASE - 0,25 M 
Glicina - 1,92 M 
SDS - 1% (p/v) 
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E) Tinción y visualización de mapas proteicos 
 
En el caso de los estudios clínicos, en los que se realizó una 2-DE convencional, los geles se 
tiñeron con una tinción fluorescente llamada SYPRO Ruby (Lonza) para poder visualizar las 
manchas proteicas. El protocolo de tinción con SYPRO Ruby (Lonza) consiste de varios pasos en 
los que los geles se colocan en recipientes de tamaño adecuado sumergidos en unos 300 mL de la 
disolución que le corresponda y se mantienen con agitación orbital durante todo el proceso. El 
proceso empieza cuando acaba la segunda dimensión. Los geles se extraen cuidadosamente de 
los cristales y se sumergen en agua destilada durante 10 min para eliminar los posibles restos de 
SDS y los tampones. A continuación se cambian los geles a una solución de fijación durante 1 h. 
Seguidamente se sumergen en SYPRO Ruby (Lonza) y se agitan durante toda la noche 
protegidos de la luz. Al día siguiente se lavan durante 1 h en solución de fijación y por último se 
lavan 10 min en agua destilada antes de proceder a visualizarlos en un transiluminador de luz 
azul DR-45M (Clare Chemical Research, Dolores, CO, EEUU) o digitalizarlos en un escáner de 
fluorescencia Typhoon 9410 (GE Healthcare). 
 
Las imágenes se escanean con el programa propio del escáner (Typhoon Scanner Control, 
versión 5.0) con los siguientes parámetros: resolución de 200 µm, láser azul con longitud de 
onda de excitación de 488 nm, filtro: 610 nm, sensibilidad media, fotomultiplicador 600 V. Una 
vez digitalizados los mapas proteicos se exportan en formato TIFF de alta resolución para poder 
importarlos en el software de análisis de imagen: Ludesi REDFIN 3 (Ludesi, Malmö, Suecia) 
(estudios clínicos) o SameSpots (Nonlinear Dynamics, Newcastle, Reino Unido) (estudio CLEC-
2). Tras la digitalización, todos los geles se guardaron al vacío en bolsas de plástico y se 
almacenaron a 4ºC hasta la escisión de las manchas de interés. 
 
En el caso del estudio de CLEC-2 el gel 1D-SDS-PAGE se tiñó con dos compuestos diferentes 
ProQ-Diamond (Molecular Probes) y SYPRO Ruby (Lonza), para ver el protocolo de tinción con 
ProQ-Diamond (Molecular Probes) consultar la página 56. 
 
Solución fijación/destinción SYPRO Ruby (Lonza): 
Metanol - 10% (v/v) 
Ácido acético - 7% (v/v) 
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3.2.8.4 Particularidades de 2D-DIGE 
 
En el caso del estudio mediante 2D-DIGE las proteínas fueron extraídas a partir de suspensiones 
de plaquetas congeladas utilizando precipitación con TCA/Acetona al 20% según el siguiente 
protocolo: 
 
- A las muestras congeladas (500 µL) se les añaden 250 µL de TCA/Acetona 60% (m/v) y 
se dejan en hielo durante 45 min con una concentración final de TCA al 20%. 
- A continuación, se aplica a las muestras una sonicación ligera durante 2 o 3 segundos 
para disgregar la muestra, se centrifugan durante 2 min a 10000 g y se descarta el 
sobrenadante. 
- Se añaden 500 µL de acetona para eliminar los posibles lípidos que aún queden en la 
muestra. Se repite la centrifugación y el lavado con acetona otra vez. 
- Se centrifugan las muestras y se resuspenden en 75 µL de tampón de muestra 2D-DIGE. 
 
Además cuando se utiliza 2D-DIGE es necesario el marcaje de las muestras proteicas antes de su 
separación. Se trata de unir covalentemente los fluoróforos a las proteínas para su posterior 
detección por fluorescencia. 
 
En el experimento de 2D-DIGE se corrieron seis geles con seis muestras de plaquetas no 
activadas y seis muestras de plaquetas activadas con rhodocytin según el esquema de la Tabla 8.  
 
Tabla 8 - Diseño experimental 2D-DIGE. 
Gel Cy3 Cy5 
1 Basal1 Rhod1 
2 Rhod2 Basal2 
3 Basal3 Rhod3 
4 Rhod4 Basal4 
5 Basal5 Rhod5 
6 Rhod6 Basal6 
Basal: plaquetas no estimuladas;  
Rhod: plaquetas activadas con rhodocytin 
 
En cada uno de los geles se cargó un total de 150 µg de proteína, de los que 50 µg eran de 
muestra basal y 50 µg de muestra estimulada con rhodocytin. Además, se incluyeron 50 µg de 
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estándar interno en cada gel, que estaba compuesto por una mezcla a partes iguales de las 12 
muestras que entraban en el análisis. 
 
Para que la reacción de marcaje se produzca de manera adecuada se comprueba con tiras 
indicadoras de pH que este se encuentre entre 8 y 8,5. Además, es importante realizar el marcaje 
en ausencia de aminas primarias como los anfolitos o compuestos reductores, como el DTT o el 
TBP, que muestran cierta reactividad hacia los fluoróforos y disminuirían el rendimiento de la 
unión fluoróforo-proteína. 
 
Los fluoróforos se reconstituyen en dimetilformamida anhidra a una concentración de 1000 
pmol/µL para almacenarlos a -20ºC. Para trabajar con ellos son nuevamente diluidos hasta la 
concentración de trabajo (400 pmol/µL). Se marcan 50 µg de cada muestra con 400 pmol de los 
fluoróforos de marcaje mínimo (Cy3 y Cy5), y también se marcan 50 µg del estándar interno con 
el tercer fluoróforo, Cy2, durante 30 min en hielo y oscuridad. La reacción se para con 1 µL de 
lisina 10 mM durante 10 min en hielo y oscuridad. Después, las tres muestras se juntan y se 
añade un volumen igual de tampón de muestra 2D-DIGE 2X. Tras mezclar la muestra en el 
agitador de vórtice, se deja el tubo durante 15 min en hielo y oscuridad. Para rehidratar las 
muestras se diluyen en un total de 500 µL de tampón de muestra 2-DE, y se añaden anfolitos a 
una concentración final 1,6% (v/v) (SERVA Electrophoresis GmbH). 
 
Se procede con el proceso de rehidratación descrito en la página 57 y posteriormente se realiza 
la electroforesis bidimensional convencional pero con algunas diferencias, como que los 
fluoróforos son fotosensibles y por ello la electroforesis se tiene que realizar en oscuridad. 
Además, en el estudio 2D-DIGE se hizo un paso extra en el equilibrado de las muestras. En este 
paso se alquilan las proteínas con iodoacetoamida (IAA). Se realiza de manera similar al paso de 
reducción con DTT, las tiras IPG se agitan durante 15 min con tampón de equilibrado 2D-DIGE 
en oscuridad. En este paso las proteínas son alquiladas y así sus grupos sulfhidrilo protegidos de 
reoxidaciones para su mejor identificación por espectrometría de masas. Además, la IAA alquila y 
retira el exceso de DTT presente que puede provocar manchas “de polvo” en el mapa proteico 
[180]. 
 
Para llevar a cabo la segunda dimensión se utilizó un sistema IPGPhor 3 (GE Healthacare), con el 
programa descrito en la Tabla 9. 
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Tabla 9 - Programa para la segunda dimensión (geles 25 x 20 cm, 2D-DIGE). Se realiza a 17ºC 
y con una limitación de 150 µA/tira. Las fases 3 y 5 se realizan aplicando el voltaje de manera progresiva 
mediante un gradiente lineal. 
Fase Voltaje (V) Tiempo 
1 150 1 h 
2 300 3 h 
3 1000 1 h 
4 1000 2 h 
5 4000 1 h 
6 4000 14 h 
 
 
Una vez terminada la electroforesis los geles se escanean directamente en el caso de la técnica 
DIGE, obteniendo las imágenes emitidas por cada fluoróforo por separado con una resolución de 
100 µm con el software propio del escáner (Typhoon Scanner Control versión 5, GE Healthcare). 
El resto de los parámetros se configuraron así: Cy2 - 488 nm/ 520 BP 40, Cy3 - 532 nm/ 580 BP 
30, Cy5 - 633 nm/ 670 BP 30, sensibilidad normal, escaneo a 3 mm de la superficie. Las 
imágenes obtenidas se importan en el programa SameSpots (Nonlinear Dynamics), versión 4.5, 
en el que se realiza el análisis de imagen y estadístico de los mapas proteicos. 
 
Tampón de muestra 2D-DIGE: 
Urea - 5 M 
Tiourea - 2 M 
CHAPS - 65 mM 
NDSB-256 - 150 mM 
Inhibidores de fosfatasas: 
Ortovanadato de sodio - 1 mM 
Fluoruro de sodio - 0,1 mM 
Benzamidina - 1 mM 
 
Tampón de equilibrado 2D-DIGE: 
Tris pH 6,8 - 50 mM 
Urea - 4 M 
Tiourea - 2 M 
Glicerol - 30% (v/v) 
SDS - 2% (p/v) 
Trazas de azul de bromofenol 
- Reductor: 
 DTT - 2% (p/v) 
 - Alquilante: 
IAA - 2,5% (p/v) 
Tampón de muestra 2D-DIGE 2X: 
Urea - 5 M 
Tiourea - 2 M 
CHAPS - 65 mM 
NDSB-256 - 150 mM 
Tributilfosfina - 4 mM 
DTT - 130 mM 
Inhibidores de fosfatasas: 
Ortovanadato de sodio - 1 mM 
Fluoruro de sodio - 0,1 mM 
Benzamidina - 1 mM 
 
Materiales y métodos 
65 
3.2.8.5 Análisis de imagen diferencial 
 
Geles teñidos con Sypro Ruby 
 
Para el análisis de imagen de los geles bidimensionales teñidos con la tinción fluorescente Sypro 
Ruby (Lonza) se utilizó el software REDFIN versión 3 (Ludesi). El funcionamiento de este 
programa comienza con una comprobación de la calidad de las imágenes del análisis. En este 
paso se comprueba si el escaneo se ha realizado de manera satisfactoria y no existe saturación en 
las manchas proteicas, lo que implicaría una pérdida de información sobre sus valores reales de 
intensidad. A continuación se crea una imagen de fusión, de todas las imágenes del análisis, 
mediante un sistema de comparación de “todas las imágenes frente todas”, que evita el posible 
sesgo de usar una imagen concreta como referencia. La detección de manchas proteicas y su 
emparejamiento entre geles la realiza el software de manera estricta, evitando posibles sesgos. 
Este emparejamiento, así como la detección de manchas requiere posteriormente de una revisión 
manual, que en algunos casos exige la edición y corrección de los resultados. 
 
Llegado este punto, el software densitometra cada una de las manchas proteicas y realiza una 
normalización de intensidades entre geles para evitar posibles variaciones entre ellos debidas a 
diferentes causas como la eficiencia de la tinción, el tiempo de escaneado o pequeñas variaciones 
en la cuantificación de proteína. Por último, se realiza un análisis cuantitativo y otro estadístico 
mediante el test de Mann-Whitnney para comparar la expresión diferencial de las manchas 
proteicas entre los grupos de análisis. Sólo se consideran significativas aquellas manchas con 
valor p<0,05 y con una variación entre grupos de ±50% (variación ≥ 1,5). 
 
Una representación del proceso de análisis de imagen utilizando REDFIN versión 3 (Ludesi) 
puede observarse en la Figura 17. 
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Figura 17 - Representación del proceso de análisis de imagen (REDFIN v3). (A) Creación de un 
nuevo experimento y chequeo de la calidad de las imágenes. (B) Alineamiento de las imágenes. (C) Detección de 
bordes de las manchas proteicas. (D) Visualización de la lista de resultados generales y sus estadísticas. (E) 
Visualización de los resultados de cada gel y sus estadísticas. (F) Visualización de los resultados de una mancha 
concreta en cada uno de los geles del análisis. 
  




En el estudio del receptor plaquetario CLEC-2 los geles se marcaron con fluoróforos fluorescentes 
y su análisis de imagen se realizó con el software SameSpots versión 4.5 (Nonlinear Dynamics). 
Este programa es similar a REDFIN versión 3 (Ludesi, ver apartado anterior) pero tiene algunas 
diferencias importantes en su flujo de trabajo. Se empieza por importar los archivos y seleccionar 
qué imágenes corresponden a cada gel DIGE. Se realiza un control de la calidad de las imágenes, 
al igual que con REDFIN (Ludesi), para evitar saturaciones y/o distorsiones importantes. En el 
siguiente paso se alinean las imágenes de manera minuciosa con la ayuda inicial del sistema de 
alineamiento automático del propio software respecto a una imagen de referencia que se 
seleccionará por su buena definición de manchas y ausencia de distorsiones. 
 
La principal diferencia con REDFIN 3 (Ludesi) es que SameSpots (Nonlinear Dynamics), una vez 
las imágenes están correctamente alineadas, crea un patrón de manchas consenso que se aplica 
de manera idéntica a todos los geles. Así en todos los geles estarán señalados los bordes de todas 
las manchas existentes en el análisis, lo que permite evitar pérdidas de información. De todas 
maneras este patrón debe ser revisado y corregido en cierta medida para evitar errores en la 
detección de las manchas y que éstos no se transfieran a todos las imágenes del análisis. El 
siguiente paso del análisis consiste en la selección de los grupos de comparación y las manchas a 
incluír en el análisis. El software permite realizar calibraciones internas de pI y masa molecular 
para obtener datos experimentales de cada una de las manchas. Por último, se realiza el análisis 
estadístico (test ANOVA) y produce una serie de manchas diferencialmente significativas (p < 
0,05 y variación ≥ 1,5) que se revisarán para asegurarse de no incluir falsos positivos en los 
resultados finales. 
 
Una representación del proceso de análisis de imagen utilizando SameSpots versión 4.5 
(Nonlinear Dynamics) puede observarse en la Figura 18. 
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Figura 18 - Representación del proceso de análisis de imagen (SameSpots v4.5). (A) Creación 
de un nuevo experimento y chequeo de la calidad de las imágenes. (B) Alineamiento de las imágenes. (C) 
Detección de bordes de las manchas proteicas. (D) Diseño experimental (E) Visualización de los resultados y sus 
estadísticas. (F) Estadísticas avanzadas con perfiles de expresión y análisis de componentes principales. 
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3.2.8.6 Identificación de proteínas mediante espectrometría de masas 
 
El análisis de imagen produjo una serie de manchas de proteínas diferencialmente reguladas 
entre los grupos de estudio que fueron seleccionadas para su análisis por espectrometría de 
masas. Estas manchas se escindieron de los geles y se realizó su digestión tríptica en gel 
manualmente según el protocolo de Shevchenko [181] con pequeñas modificaciones.  
 
Las manchas cortadas se lavaron tres veces con 100 µL de bicarbonato amónico 50 mM en 50% 
de metanol (grado HPLC Scharlau) y se redujeron con DTT 10 mM (SERVA Electrophoresis 
GmbH). Posteriormente los trozos de gel se lavaron tres veces con bicarbonato amónico, se 
secaron con una SpeedVac (Thermo Scientific) y se alquilaron con IAA 55 mM (Sigma-Aldrich). 
Los trozos se vuelven a lavar con el bicarbonato amómico, se deshidratan con acetonitrilo y se 
secan de nuevo en la SpeedVac (Thermo Scientific). A continuación se añade tripsina porcina 
modificada (Promega, Madison, WY EEUU) a una concentración final de 20 ng/mL en 
bicarbonato amónico 20 mM y se dejan a 37ºC durante la noche. La extracción de péptidos se 
realizó tres veces con 40 µL de 60% acetonitrilo en 0,5% de ácido fórmico. Se unieron los 
extractos peptídicos, se secaron en SpeedVac (Thermo Scientific) y se almacenaron a -20ºC. 
 
Tras la digestión, la mayoría de las manchas de proteínas se identificaron usando un 
espectrómetro de masas MALDI-TOF/TOF en el Servicio de Proteómica de la Fundación IDICHUS 
(Hospital Clínico Universitario de Santiago). El resto de las manchas proteicas y las bandas del 
análisis monodimensional del estudio de CLEC-2 se identificaron en el Servicio de 
Espectrometría de Masas y Proteómica de la Universidade de Santiago de Compostela utilizando 
un sistema nano-LC acoplado a un espectrómetro con analizador tipo trampa iónica. 
 
Los extractos peptídicos identificados mediante MALDI-TOF/TOF se analizaron en un 
espectrómetro de masas MALDI-TOF/TOF 4800 (ABSciex, Framingham, MA, EEUU). Para dicho 
análisis, los péptidos se disolvieron en 4 µL de ácido fórmico al 0,5%. Volúmenes iguales (0,5 µL) 
de péptido y solución de la matriz, que consistía en 3 mg de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (α-
CHCA) disueltos en 1 mL de acetonitrilo al 50% en ácido trifluroacético 0,1%, se depositaron, 
usando el método de la capa fina (thin layer method) en una placa MALDI 384 Opti-TOF 
(ABSciex). Los espectros de masas se obtuvieron en modo reflector positivo con un láser Nd:YAG 
con una longitud de onda de 355 nm promediando unos 1000 disparos de láser con, al menos, 
tres picos de autolisis de tripsina como calibración interna. Todos los espectros de MS/MS se 
realizaron seleccionando los precursores con una resolución relativa de 300 (full width at half 
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maximum, FWHM) y supresión de metastables. Los espectros se analizaron usando 4000 Series 
Explorer Software v3.5 (ABSciex). Se realizó una búsqueda combinada del espectro de huella 
peptídica y de los espectros de MS/MS de un máximo de ocho precursores, utilizando el GPS 
Explorer Software (Global Proteome Server, ABSciex), que cuenta con Mascot v2.1 (Matrix 
Science, Londres, Reino Unido) como motor de búsqueda para la identificación de las proteínas 
consultando SwissProt (release 56.0) [123]. Las búsquedas se restringieron a taxonomía humana 
permitiendo como modificación fija la carbamidometil cisteína y como potencial modificación 
variable la metionina oxidada. La tolerancia de la identificación fue de 30 ppm para el precursor 
y 0,35 Da para MS/MS, considerando sólo positiva la identificación si se alcanzaba un 95% de 
índice de confianza. 
 
Algunas las manchas proteicas y las bandas del gel monodimensional se analizaron mediante LC-
MS/MS. En cuyo caso, las mezclas digeridas de péptidos disueltas en ácido fórmico al 0,1% se 
separaron conforme a la hidrofobicidad de los péptidos en un sistema EASY-nLC (Proxeon, 
Bruker Daltonik GmbH) con una nanocolumna en fase reversa (EASY-Column SC200 C18, 3 µm, 
120Å, 360 µm, ID 75 µm, L 10 cm) de Proxeon. Los pépidos ionizados fueron analizados en un 
espectrómetro de trampa iónica Bruker amaZon ETD. El análisis automatizado se realizó 
mediante Data Analysis v4.0 y BioTools v3.2 (Bruker Daltonik GmbH, Billerica, MA, EEUU). La 
búsqueda en bases de datos se realizó con el motor de búsqueda Mascot v2.3 (Matrix Science, 
London, Reino Unido) consultando SwissProt (release 57.15) [123]. Las búsquedas en este caso 
también se restringieron a taxonomía humana permitiendo las mismas modificaciones 
mencionadas anteriormente. La tolerancia de la masa del precursor y la de MS/MS se fijaron en 
0,3 y 0,4 Da, respectivamente, permitiendo un fallo de ruptura tríptica. Todos los espectros y los 
resultados de las bases de datos se inspeccionaron manualmente en detalle usando el software 
mencionado, especialmente en el caso de las identificaciones basadas en un solo péptido. En este 
caso, la identificación fue considerada válida si se obtenían más del 50% de los iones y para el 
péptido y si además el mismo tenía al menos ocho aminoácidos y sin fallo ruptura tríptica. Las 
identificaciones positivas correspondieron a valores de Score de Mascot superiores a 40, además 
de cumplir los requisitos mencionados. 
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3.2.9 Estudios de validación 
3.2.9.1 Inmunoprecipitación de proteína para estudios de validación 
 
Para realizar algunos experimentos de validación se realizaron inmunoprecipitaciones de 
proteínas de interés, según el protocolo descrito para las inmunoprecipitaciones fosforiladas en 
tirosina del estudio 1D-SDS-PAGE (ver página 55), con algunas excepciones: 
 
- El paso de preaclarado se realiza únicamente con bolitas de PAS. 
- La incubación se realiza durante toda la noche con la cantidad adecuada de anticuerpo 
(ver Tabla 10).  
- Al día siguiente se añaden 25 µL de PAS y se incuba la muestra durante 1 h en rotación 
a 4ºC para que se produzca la unión de las bolitas al anticuerpo. En el caso del 
anticuerpo anti-Dok-2, ya unido previamente a bolitas de PAS, no fue necesario este 
paso (ver página 74). 
- Se continúa con el mismo protocolo que para las inmunoprecipitaciones de proteínas 
fosforiladas en tirosina. 
 
3.2.9.2 Inmunodetección tras electroforesis monodimensional  
 
Para realizar las validaciones de las proteínas de interés se realizaron electroforesis en geles 
pequeños (8x8 cm) de poliacrilamida al 10%. En algunos casos, dependiendo del estudio, se 
usaron geles en gradiente (4-12%) NuPAGE (Invitrogen) y tampón de electroforesis comercial 
MOPS (Invitrogen). En la mayoría de los geles se corrieron también marcadores de peso 
molecular Precision Plus Protein Standard (Bio-Rad). Las muestras, siempre preparadas en 
tampón de carga, se calientan a 95ºC durante 5 min antes de cargarlas en los pocillos del gel. Los 
geles se corrieron, usando tampón de electroforesis, en el sistema XCell SureLock (Invitrogen) 
con un voltaje inicial de 80 V durante 5 min para seguidamente aumentarlo a 120 V durante 
1,5 h o hasta que el frente llegase al final del gel. 
 
Tampón de electroforesis: 
Tris BASE - 0,25 M 
Glicina - 1,92 M 
SDS - 1% (p/v) 
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3.2.9.3 Inmunodetección tras electroforesis bidimensional 
 
Algunas validaciones fueron realizadas mediante electroforesis bidimensional. Se realizó de 
manera similar a lo explicado en la página 57. Se utilizaron tiras IPG de 7 cm de intervalo de pH 
4-7 y se corrieron en el sistema XCell SureLock (Invitrogen) con tampón de electroforesis. 
 
Tampón de electroforesis: 
Tris BASE - 0,25 M 
Glicina - 1,92 M 
SDS - 1% (p/v) 
 
 
3.2.9.4 Transferencia a membranas y detección mediante anticuerpos 
 
Tras la separación de las proteínas mediante electroforesis se procede a la transferencia de las 
mismas a membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF). Para ello se lavan los geles durante 5 
min en tampón de transferencia, se utiliza un sistema de transferencia húmedo y se aplica un 
amperaje de 200 mA durante 2 h. A continuación, se bloquean las membranas en solución de 
bloqueo durante la noche a 4ºC. Al día siguiente, se incuba la membrana con el anticuerpo de la 
proteína de interés a una concentración adecuada, que se determina experimentalmente. Esta 
incubación se realiza a temperatura ambiente y con agitación como todos los pasos que siguen. 
Se lava la membrana tres veces durante 20 min con TBS-T y se añade el anticuerpo secundario 
conjugado con la enzima peroxidasa de rábano correspondiente durante 1 h. Por último se 
realizan tres lavados más con TBS-T de 20 min cada uno y se procede con el revelado usando 
Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific), Hypercassette (GE Healthcare) y 
placas radiográficas Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare). 
 
En algunos casos se lavaron las membranas con solución de retirada de anticuerpos para poder 
re-incubarlas con anticuerpos diferentes. Para ello se incubaron las membranas durante 30 min a 
50ºC en un volumen suficiente de solución, luego se lavaron tres veces en TBS-T y por último se 
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Tabla 10 - Lista de anticuerpos primarios y secundarios utilizados. 
Anticuerpos 
Primarios 
Casa Comercial Referencia Modo de empleo* Clase 
4G10 (pTyr) Millipore 05-321 WB: 1:1000 / 90 min IgG2bk Ratón Mc 
4G10 - Conjugado 
a agarosa 
Millipore 16-101 IP: 10 µg/IP (Prot) 
5 µg/IP (WB) 
IgG Ratón 
Actina Millipore MAB1501 WB: 1:1000 / 60 min IgG1κ Ratón Mc 
Btk Santa Cruz sc-1696 WB: 1:250 / 90 min IgG Conejo Pc 
c-Src Santa Cruz sc-19 WB: 1:200 / 120 min IgG Conejo Pc 
CLEC-2 R&D Systems MAB1718 WB: 1:250 / 90 min IgG2b Ratón Mc 
Crk-L Santa Cruz sc-9005 WB: 1:500 / 90 min IgG Conejo Pc 
Dok-2 Santa Cruz sc-13952 WB: 1:500 / 90 min 
IP: 3 µg/ IP 
IgG Conejo Pc 
Fer Santa Cruz sc-28771 WB: 1:500 / 90 min IgG Conejo Pc 
Fibrinógeno Santa Cruz sc-69775 WB: 1:1000 / 60 min 
IP: 4 µg/IP 
IgG1 Ratón Mc 
GAPDH Ambion AM4300 WB: 1:200 / 60 min IgG1 Ratón Mc 
Gads Santa Cruz sc-73652 WB: 1:1000 / 90 min IgG2a Ratón Mc 
Grb2 Santa Cruz sc-255 WB: 1:1000 / 90 min IgG Conejo Pc 
IgG normal conejo Millipore 12-370 IP: 4 µg/IP IgG 
IgG normal ratón Millipore 12-371 IP: 4 µg/IP IgG 
ILK Santa Cruz sc-20019 WB: 1:200 / 90 min IgG Ratón Mc 





07-546 WB: 1:1000 / 90 min IgG Conejo Pc 
SPARC Santa Cruz sc-25574 WB: 1:200 / 120 min IgG Conejo Pc 
Src (pTyr418) Invitrogen 44660G WB: 1:1000 / 90 min IgG Conejo Pc 
Anticuerpos 
Secundarios 
    
IgG anti-ratón Thermo Scientific 31430 WB: 1:5000 / 60 min IgG Cabra 
IgG anti-conejo Thermo Scientific 31460 WB: 1:5000 / 60 min IgG Cabra 
* IP: Inmunoprecipitación, WB: Western Blot, Mc: Monoclonal, Pc: Policlonal, Prot: proteómica 
 
TBS-T: 
Tris pH 7,6 - 0,02 M 
Cloruro sódico - 0,137 M 
Tween 20 - 1% (v/v) 
pH 7,6 
 
Tampón de transferencia: 
Tris BASE - 0,025 M 
Glicina - 0,191 M 
Metanol - 20% (v/v) 
Solución de bloqueo: 
BSA - 5% (p/v) 
Azida sódica - 0,1% (p/v) 
TBS-T c.s.p. 
 
Solución de retirada de anticuerpos: 
Tris pH 6,7 - 63 mM 
SDS - 2% (p/v) 
β-mercaptoetanol - 0,7% (v/v) 
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3.2.9.5 Enlace covalente de anticuerpos a bolitas de proteína A-sefarosa 
 
Cuando se llevan a cabo experimentos de inmunodetección tras haber realizado 
inmunoprecipitaciones, los anticuerpos secundarios, a parte de unirse al anticuerpo primario 
dirigido a la proteína de interés, se unen también al anticuerpo de inmunoprecipitación. Esto 
produce la aparición de dos bandas interferentes en las placas de revelado (cadena pesada 
(50 kDa) y ligeras (25 kDa)) que pueden dificultar la visualización de la proteína de interés. 
 
Para solucionar este problema se puede recurrir a una estrategia de acoplamiento covalente del 
anticuerpo de inmunoprecipitación a una matriz. Así, la cadena pesada del anticuerpo se puede 
retirar con la matriz y evitar que su banda salga en el revelado. Sólo se observará la banda de las 
cadenas ligeras. Esta estrategia es útil para anticuerpos como el anti-Dok-2 cuya proteína diana 
pesa ±56 kDa (peso similar a la cadena pesada). En estos casos el anticuerpo se enlazó a bolitas 
de PAS siguiendo el protocolo detallado a continuación. 
 
-  Se lavan 0,5 mL (50% v/v) de PAS en tampón fosfato salino (phosphate buffered saline, 
PBS) con 10 mL de PBS.  
-  Se centrifuga el tubo de polipropileno de 15 mL durante 2 min a 3000 rpm y se aspira 
el sobrenadante.  
-  Se añaden 7,5 mL de PBS y 50 µg de anticuerpo y se deja el tubo rotando toda la noche 
a 4ºC para unir el anticuerpo a las bolitas.  
-  Al día siguiente, se lavan las bolitas dos veces con 10 mL de borato sódico 0,2 M (pH 
9,0), y se resuspende en la misma disolución.  
-  Se añaden 50 mg de dimetil pimelimidato para iniciar la reacción de entrecruzamiento. 
El tubo se mezcla por rotación durante 30 min a temperatura ambiente.  
-  La reacción de entrecruzamiento se para lavando las bolitas una vez con 10 mL de 
etanolamina 0,2 M (pH 8,0).  
-  Después, se añaden 10 mL de etanolamina 0,2 M (pH 8,0) y el tubo se deja rotando 
durante 2 h a temperatura ambiente.  
-  Las bolitas se lavan con 10 mL de PBS y después se lavan tres veces más con 10 mL de 
glicina 0,1 M (pH 3,0) para retirar las moléculas de anticuerpo no enlazadas a las 
bolitas covalentemente. Este paso debe realizarse rápidamente (en menos de 10 min) 
puesto que la exposición del anticuerpo a un pH tan ácido puede desnaturalizarlo.  
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-  Por último, las bolitas se lavan tres veces con 10 mL de PBS, y se resuspenden en 
0,5 mL de PBS conteniendo 0,01% de azida sódica, siendo la concentración final de 
anticuerpo de 100 µg/mL.  
 
Tampón fosfato salino: 
Cloruro sódico - 137 mM 
Cloruro potásico - 2,7 mM 
Fosfato disódico - 8,1 mM 
Fosfato potásico monobásico - 1,76 mM 
 
3.2.10 Análisis estadístico 
 
Los datos clínicos de los pacientes se expresan como pocentajes en el caso de variables 
categóricas y se compararon usando el test chi-cuadrado o el test de Fisher según correspondiese. 
Las variables continuas se expresan como la media y el valor de la desviación estándar a no ser 
que se especifique otra cosa y se compararon con el test t de Student (o ANOVA), el test U de 
Mann-Whitnney o el test de Wilcoxon según correspondiese. Las asunciones de normalidad se 
comprobaron previamente usando Kolmogorov-Smirnov, y la igualdad de las varianzas se 
comprobó mediante el test de Levene. 
 
En el análisis diferencial el valor p se calculó para cada mancha proteica usando volúmenes 
cuantificados y normalizados de cada una de las imágenes del análisis. Todos los valores de 
probabilidad fueron de dos colas y los valores p < 0,05 fueron considerados estadísticamente 
significativos. 
 
Para los estudios de validación se realizaron las densitometrías de las bandas o manchas 
proteicas usando el software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EEUU) versión 
1.46. Los datos de las densitometrías se exportaron y se analizaron estadísticamente con el 
programa SPSS for Windows 17 (IBM, Armonk, NY, EEUU), al igual que todos los demás análisis 
estadísticos de la tesis. 
  
Materiales y métodos 
76 
3.2.11 Análisis de biología de sistemas 
 
Para explorar las relaciones entre las proteínas diferenciales encontradas en los diferentes 
estudios se utilizó Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity Systems, Redwood City, CA, EEUU). 
Para ello se introdujeron tres listas de proteínas diferenciales (SCASEST, IAMCEST y CLEC-2) y 
se analizaron independientemente utilizando los siguientes parámetros de búsqueda en el 
módulo de exploración de redes: 
 
- Base de datos de referencia: Ingenuity Knowledge Base (Genes Only) 
 - Relaciones directas e indirectas 
 - Moléculas por red: 140 
 - Redes por análisis: 25 
 - Fuentes de datos: Todas 
 - Confianza: Datos validados experimentalmente 
 - Especies: Humano 
 - Tejidos y líneas celulares: Todas 
 
Éste módulo produce información sobre las diferentes redes de interacción que forman las 
proteínas así como las principales funciones en las que están involucradas. Además, genera 
información sobre las principales rutas canónicas en las que tienen protagonismo las proteínas 
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4.1 Estudios clínicos de plaquetas de pacientes con síndrome 
coronario agudo 
4.1.1 Síndrome coronario agudo sin elevación del segmento ST 
4.1.1.1 Características de pacientes y controles 
 
En el estudio clínico de pacientes con síndrome coronario agudo sin elevación del segmento ST 
(SCASEST) se recogieron muestras de 18 pacientes ingresados en el hospital (grupo de muestras 
llamado SCASEST) y 10 controles crónicos (grupo de muestras llamado CROSCASEST) con 
cardiopatía isquémica crónica estable (Tabla 11). Para cada paciente SCASEST se recogieron tres 
muestras a diferentes tiempos: en el ingreso, a los cinco días (antes del alta), y a los seis meses. 
Las muestras de los controles se recogieron de manera que no hubiese diferencias significativas 
en las variables edad, género, tratamiento antiplaquetario al ingreso y diabetes mellitus, con 
respecto al grupo de pacientes agudos. Las características clínicas de los pacientes se pueden 
observar en la Tabla 12. 
Casi todos los pacientes incluidos en el grupo de síndrome coronario agudo eran pacientes de 
alto riesgo, el 53% tenían un riesgo TIMI ≥ 3 [182], el pico de marcadores de daño miocárdico 
fue: en el caso de la Troponina I 5,1±6,1 ng/mL y el de la creatina fosfoquinasa de 
30,2±39,1 IU/L. El 33% de los pacientes agudos presentaron cambios en el electrocardiograma 
en el segmento ST y/u ondas T y en el 61% de ellos estos cambios afectaron a mas derivaciones. 
Casi el 44% de los pacientes en el grupo mencionado presentaban trastornos de la contractilidad 
segmentaria en el ecocardiograma. 
 
Tabla 11 - Listado de muestras del estudio SCASEST y sus acrónimos. 
Acrónimo Descripción de la muestra 
SCASEST Pacientes con un SCASEST diagnosticado al ingreso en el hospital. 
ALTAS Pacientes SCASEST, muestra recogida a los cinco días. 
REVISIONES Pacientes SCASEST, muestra recogida a los seis meses. 
CROSCASEST Pacientes con cardiopatía isquémica crónica estable después de haber tenido 
un SCASEST al menos un año antes de su incorporación al estudio, sin 
eventos posteriores y con tratamiento estándar en su domicilio. 
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Edad (años) 66,4±11,8 62,0±13,0 
Mujeres (%) 33,3 20,0 
Índice masa corporal (kg/m2) 29,1±3,6 27,0 ± 2,7 
Presión arterial sistólica (mmHg) 139,3±27,6 134,6 ± 15,6 
Presión arterial diastólica (mmHg) 81,1±18,6 81,8±13,9 
Frecuencia cardíaca (lpm) 73,1±10,5 74,2±15,6 
Hx Hipertensión arterial (%) 61,1 50,0 
Hx Diabetes mellitus (%) 22,2 30,0 
Hx Tabaquismo (%) 16,7 10,0 
Hx Dislipidemia (%)* 83,3 40,0 
Hx Enfermedad coronaria (%)* 27,8 100 
Hx Enfermedad cerebrovascular (%) 16,7 10,0 
Hx Insuficiencia cardíaca (%) 11,1 0,0 
Hx Enfermedad arterial periférica (%) 5,6 20,0 
Parámetros de laboratorio   
Hemoglobina (g/dL) 14,3±1,6 13,9±1,3 
Leucocitos/µL 9748,9±2887,9 8744,3±2030,9 
Plaquetas/µL 228994,4±72644,1 241828,6±108296,5 
Volumen plaquetario medio (fL) 8,9±1,4 8,6±1,3 
Índice de distribución del ancho plaquetario (%) 56,3±8,4 51,3±2,3 
Glucosa (mg/dL)* 129,0±50,6 97,7±13,2 
Creatinina (mg/dL) 0,9±0,2 0,9±0,2 
Proteínas totales (mg/dL) 6,6±0,5 6,9±0,4 
Colesterol (mg/dL) 188,4±30,3 151,1±35,9 
Colesterol (LDL) (mg/dL) 107,8±36,3 91,6±39,5 
Colesterol (HDL) (mg/dL) 32,9±16,5 36,8±6,7 
Triglicéridos (mg/dL) 180,1±107,5 145,6±107,5 
Tratamientos previos a la 
extracción de la muestra 
  
Anticoagulantes (%) 5,6 0,0 
Inhibidores ECA (%) 22,2 40,0 
Antagonistas receptor angiotensina (%) 22,2 20,0 
Estatinas (%)* 55,6 100 
Aspirina (%) 83,0 90,0 
Clopidogrel (%) 11,1 10,0 
Otros antiagregantes (%) 11,1 0,0 
Otros   
Ecocardiograma (%) 88,9 100 
Coronariografía (%) 94,4 100 
Enfermedad de uno o dos vasos (%) 78,6 100 
Enfermedad de arteria descendente anterior (%) 50,0 44,4 
Enfermedad de tronco coronario (%) 6,7 11,1 
ACTP (%) 58,8 88,9 
Cirugía de revascularización coronaria (%) 11,1 0,0 
Los datos se presentan como la media y la desviación estándar o pocentaje de pacientes. Abreviaturas 
empleadas: Hx: Historia de; ECA: Enzima covertidora de agiotensina; ACPT: Angioplastia coronaria 
transluminal percutánea. * p<0,05. 
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4.1.1.2 Análisis comparativo de los geles bidimensionales 
 
Para comparar los proteomas de las plaquetas de pacientes SCASEST y sus controles crónicos 
(CROSCASEST) se realizaron geles 2D de bisacrilamida al 10% con tiras IPG de 24 cm con un 
rango de pH de 4 a 7. Se corrió un gel por muestra (SCASEST, n=18; CROSCASEST, n=10), se 
tiñeron con la tinción fluorescente SYPRO Ruby (Lonza Group, Basilea, Suiza) y fueron 
digitalizados en un escáner de fluorescencia modelo Typhoon 9410 (GE Healthcare, Little 
Chalfont, Reino Unido). Para realizar el análisis de imagen se utilizó el programa REDFIN 3 
(Ludesi, Malmö, Suecia) con el que se detectó una media de 2238±113 (media ± desviación 
estándar) manchas de proteínas por gel en los pacientes SCASEST y 2298±89 manchas proteicas 
en el grupo CROSCASEST. Los criterios de selección de diferencias significativas fueron la 
aparición y desaparición de manchas entre los grupos, variaciones de intensidad de las manchas 
entre grupos ≥ 1,5 y valor p<0,05. Tras la aplicación de estos criterios, se detectó un total de 40 
diferencias significativas entre el grupo de pacientes agudos y los controles crónicos ( Figura 19).  
 
Figura 19 - Análisis del proteoma plaquetario de pacientes SCASEST utilizando 2-DE. Imagen 
2-DE representativa de plaquetas (IEF: rango de pH 4-7; segunda dimensión: 10% SDS-PAGE) de pacientes 
SCASEST. En la figura se detalla la localización en los geles 2D de las manchas proteicas detectadas como 
diferenciales al comparar pacientes SCASEST y controles con cardiopatía crónica isquémica estable. 
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Diez de las diferencias se encontraban en mayor cantidad en los geles de pacientes SCASEST y 
30 lo estaban en los del grupo CROSCASEST. Además, tras la identificación de las proteínas, se 
pudo comprobar que cinco proteínas estaban presentes en más de una mancha; como es el caso 
de talina-1, que estaba presente en un total de 10 manchas. 
 
Para comprobar que las diferencias detectadas en el ingreso de los pacientes se debían al evento 
agudo se hizo un estudio prospectivo de las diferencias a lo largo del tiempo. Así, se realizaron 
de nuevo geles 2D para comparar las muestras recogidas justo antes del alta del paciente (a los 
cinco días) y a los seis meses, con las del grupo CROSCASEST. Los resultados de este nuevo 
análisis demostraron que el número de diferencias disminuía con el tiempo. Así, de las 
40 diferencias significativas al ingreso, seguían siendo significativas 28 a los cinco días y sólo 
seguían manteniendo la significación estadística cinco manchas a los seis meses (Figura 20). 
 
 
Figura 20 - Evolución de las diferencias significativas en el estudio SCASEST. Las diferencias 
significativas entre las plaquetas de pacientes SCASEST y controles CROSCASEST fueron disminuyendo con el 
tiempo, manteniéndose significativas 28 a los cinco días y sólo cinco a los seis meses. Estos resultados indican que 
las diferencias detectadas inicialmente se debían al evento agudo y no a otras variables. 
 
4.1.1.3 Identificación de las proteínas 
 
Todas las diferencias detectadas entre los grupos SCASEST y CROSCASEST se pudieron escindir 
de los geles, digerir con tripsina e identificar mediante espectrometría de masas MALDI-TOF y/o 
MALDI-TOF/TOF. La identificación indicó que las 40 manchas proteicas alteradas se 
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Tabla 13 - Lista de proteínas reguladas diferencialmente al comparar plaquetas de 






Actin Cytoplasmatic-1 ACTB_HUMAN 925 +1,71 
Alpha-actinin-1 ACTN1_HUMAN 450 +1,63 
Caldesmon CALD1_HUMAN 2818 +2,25 
F-actin-capping protein subunit beta CAPZB_HUMAN 1083 -2,04 
Filamin-A FLNA_HUMAN 1311 -1,62 
  1322 -2,86* 
  1626 -1,69* 
  1631 -2,02* 
  1856 +2,16 
Myosin-9 MYH9_HUMAN 885 -1,86 
Talin-1 TLN1_HUMAN 414 -1,97 
  639 -2,26 
  798 -2,15* 
  905 -2,48* 
  1169 -1,67* 
  1184 +3,36* 
  1186 -1,59* 
  1254 -2,07* 
  1557 -1,70* 
  1614 +2,60* 
Tropomyosin alpha chain 3 TPM3_HUMAN 299 -3,90* 
Zyxin ZYX_HUMAN 602 +1,93* 
Señalización 
Adenylyl cyclase-associated protein 1 CAP1_HUMAN 2062 -1,73 
FYN-binding protein (ADAP, SLAP-130) FYB_HUMAN 1148 -1,98 
Integrin-linked protein kinase ILK_HUMAN 1836 -1,70 
  2076 -1,92 
Proto-oncogene tyrosine-protein kinase 
Src 
SRC_HUMAN 1935 -1,57 
Rho GDP-dissociation inhibitor 2 GDIR2_HUMAN 1833 -1,54 
Extracelular 
Serum Albumin ALBU_HUMAN 1284 +1,85 
  1670 +2,20 
  2337 -1,64 




Dynamin-1-like protein DNM1L_HUMAN 1925 -1,98* 
Ras-related protein Rab-27B RB27B_HUMAN 713 -1,66 
Ras-related protein Rab-6B RAB6B_HUMAN 1131 -1,91* 
  1504 -1,54 
Ras-related protein Rab-11A RB11A_HUMAN 1501 -1,57* 
  1818 -1,64 
Otras 
Microtubule-associated protein RP/EB 
family member 1 
MARE1_HUMAN 653 +2,06* 
Septin-11 SEP11_HUMAN 1913 -2,05* 
Las proteínas reguladas diferencialmente tienen p<0,05 excepto en el caso de que estén marcadas con asterisco, 
en cuyo caso es p<0,01. Una variación negativa indica que la mancha está disminuida en el grupo agudo. 
1Nombres de las proteínas obtenidos de la base de datos Uniprot. 
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4.1.1.4 Clasificación funcional de las proteínas identificadas 
 
De acuerdo a su función, las 22 proteínas reguladas diferencialmente en la comparativa 
SCASEST/CROSCASEST pertenecen a los siguientes grupos según su función (Tabla 13): 
señalización/citoesqueleto (64%), vesículas/ruta de secreción (18%), función extracelular (9%), 
y otras (9%). A continuación, en la Figura 21, se puede observar la distribución funcional de las 





Figura 21 - Distribución funcional de las proteínas reguladas diferencialmente en el 
estudio SCASEST. 
 
En la Figura 22 se puede ver una selección de algunas de las proteínas reguladas 
diferencialmente. De igual manera, en esta figura se pueden observar los perfiles de expresión 
proteica en controles y pacientes SCASEST a diferentes tiempos. 
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Figura 22 - Selección de proteínas reguladas diferencialmente entre pacientes SCASEST y 
controles CROSCASEST. Vista ampliada de manchas representativas de (A) Talina-1 (mancha nº 1557), 
(B) ILK (mancha nº 2076), (C) Src (mancha nº 1935), and (D) FYB (mancha nº 1148). El panel i) muestra 
imágenes representativas de 2-DE; el panel ii) muestra un diagrama de barras para cada mancha con su 
variación expresada como volumen medio ± desviación estándar en cada grupo de análisis: CROSCASEST 
(n=10), y SCASEST (n=18) en el ingreso, día cinco, y seis meses tras el evento agudo.* indica mayor presencia 
de la proteína destacada en ese grupo de pacientes. 
Resultados 
86 
4.1.1.5 Validación de los resultados mediante inmunodetección 
 
Tras obtener los resultados de las identificaciones mediante espectrometría de masas, se 
seleccionaron tres proteínas reguladas diferencialmente para su validación mediante 
experimentos de inmunodetección mono- y/o bidimensional. Dos de las proteínas seleccionadas 
pertenecían al grupo funcional de señalización: la proteína quinasa enlazada a la integrina 
(Integrin-linked protein kinase, ILK) y la tirosina quinasa Src; y una era una proteína secretada: la 
proteína ácida secretada y rica en cisteína (secreted protein acidic and rich in cysteine, SPARC). 
 
a) Las proteínas de señalización ILK y Src están alteradas en las plaquetas de 
pacientes SCASEST 
 
El primer paso de validación para las quinasas ILK y Src se realizó usando inmunodetección tras 
electroforesis monodimensional. En este caso no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas para las proteínas ILK y Src. Sin embargo, cuando se realizaron validaciones en 
geles bidimensionales se detectaron diferencias debidas a modificaciones postraduccionales. 
Estas modificaciones son muy habituales en las vías de señalización plaquetarias tras activación 
y, en este caso, se correspondían con una fosforilación en el caso de Src, y proteolisis en el caso 
de ILK (Figura 23). 
 
 
Figura 23 - Regulación diferencial de ILK y Src. Las proteínas ILK y Src están reguladas 
diferencialmente en pacientes SCASEST frente a controles CROSCASEST debido a modificaciones 
postraduccionales. En la figura se destacan las manchas correspondientes a las proteínas ILK y Src obtenidas en 
las validaciones mediante inmunodetección bidimensional. Son imágenes representativas de todos los pacientes 
del estudio. Las membranas se incubaron con anticuerpos de ratón dirigidos a ILK y Src. ID: Inmunodetección. 
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Las dos manchas identificadas como ILK se corresponden con dos fragmentos proteolíticos de la 
proteína. Para estos fragmentos se calcularon unos valores experimentales de pI y masa 
molecular de 6,10 y 18125 Da para uno de ellos y de 5,83 y 17663 Da para el otro. 
Curiosamente, estos valores se encuentran cerca del teórico calculado en el servidor proteómico 
ExPASy (http://www.expasy.org) para el fragmento de ILK N-terminal de 165 aminoácidos que 
interacciona con la proteína PINCH (5,65 y 18618 Da) y al que pertenecen todos los péptidos 
identificados en el análisis. Además, esos valores están claramente alejados de los valores 
teóricos de ILK: 51419 Da y pI de 8,30. Es coveniente aclarar que las manchas en dicho rango no 
se detectaron porque el análisis se centró en el rango de pI 4-7. En el caso de Src la situación fue 
diferente. Las manchas proteicas identificadas tenían un pI experimental de 6,0; cuando el valor 
teórico es de 7,10; lo que es consistente con una forma de la proteína fosforilada, que ha 
desplazado su posición en el gel a un pI más ácido debido a la adición de grupos fosfato con 
carga negativa. 
 
b) La proteína secretada SPARC está disminuída en las plaquetas de los 
pacientes SCASEST 
  
En el análisis proteómico, se detectó SPARC en una mancha que estaba en menos cantidad en las 
plaquetas de los pacientes SCASEST. Las muestras obtenidas durante el seguimiento mostraron 
que la diferencia entre los pacientes agudos y los crónicos ya no era significativa en el día cinco 
tras el evento agudo (Figura 24). 
 
Figura 24 - SPARC está disminuida en las plaquetas de los pacientes SCASEST. Datos del 
estudio proteómico realizado con 2-DE. El panel (A) muestra imágenes representativas para SPARC en 
el análisis 2-DE; el panel (B) presenta un diagrama de barras que muestra las variaciones en volumen medio ± 
desviación estándar de las manchas proteicas en las que se identificó SPARC para los diferentes grupos: 
CROSCASEST (n=10), y SCASEST (n=18) en ingreso, día cinco, y seis meses tras el evento agudo. 
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El análisis por inmunodetección monodimensional de SPARC intracelular confirmó los resultados 
proteómicos y se pudo observar una mayor cantidad en los lisados de plaquetas de controles 
CROSCAEST que en los de los pacientes (Figura 25). El hecho de que SPARC se encuentre en 
menos cantidad en las plaquetas de los pacientes agudos podría explicarse por un proceso de 




Figura 25 - SPARC está disminuida en las plaquetas de los pacientes SCASEST. Datos de las 
validaciones realizadas mediante inmunodetección. El panel (A) muestra el resultado de un 
experimento de inmunodetección realizado para ver los niveles de expresión de SPARC (panel superior) y el 
control de carga, β-actina (panel inferior), en plaquetas de pacientes SCASEST y CROSCASEST. Las imágenes son 
representativas de todos los pacientes incluidos en el estudio. El panel (B) es una gráfica densitométrica que 
representa los valores medios ± desviación estándar de las intensidades de las bandas correspondientes a la 
expresión de SPARC obtenidas por inmunodetección, con respecto a β-actina. Los experimentos se realizaron por 
duplicado. 
 
4.1.1.6 Análisis de redes e interacciones entre las proteínas identificadas 
  
Utilizando el programa Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity Systems, Redwood City, CA, 
EEUU) se realizó un análisis de las posibles interacciones y redes en las que están involucradas 
las proteínas reguladas diferencialmente en el estudio SCASEST. El programa detectó que 16 de 
las 22 proteínas identificadas están interconectadas formando parte de una red común. Esta red 
esta relacionada con procesos de ensamblaje y organización celular, morfología celular y 
desarrollo celular (Figura 26). Catorce de dichas proteínas tienen una función bien de 
señalización o de citoesqueleto, y nueve de ellas se sabe que juegan un papel importante en 
activación plaquetaria a través de los receptores αIIbβ3 y/o GPVI. Concretamente, ocho de ellas 
juegan un papel importante en la señalización de la integrina αIIbβ3: α-actinina-1, ADAP (FYB, 
SLAP-130) y Src [184]; filamina-A [185], F-actin capping protein [186], zyxin [186], ILK [187], 
y talina-1 [188]. 
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Figura 26 - Estudio SCASEST: análisis de las proteínas reguladas diferencialmente 
mediante el software Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity Systems). Las potenciales 
interacciones entre proteínas se muestran para una red relacionada con: Ensamblaje y organización celular, 
morfología celular, y desarrollo celular. Las proteínas identificadas mediante análisis diferencial se muestran 
como nodos sombreados con el nombre de su gen. Las líneas sólidas entre nodos representan interacciones 
directas, las punteadas son indirectas. Las flechas de un nodo hacia otro indican que ese nodo actúa sobre el otro. 
Las líneas sin flecha representan enlaces. Las formas de los nodos significan: doble círculo = complejo o grupo; 
triángulo = quinasa; círculo = otra. Las proteínas que se sabe están implicadas en activación plaquetaria por 
αIIbβ3 y/o GPVI se indican con una flecha sólida negra. 
 
Es interesante resaltar que en el análisis bioinformático se detectó que ILK interacciona con 
SPARC (Figura 26). Además, cinco de las proteínas están involucradas en la cascada de 
señalización de GPVI, como ha sido demostrado recientemente en un estudio del proteoma 
fosforilado de plaquetas activadas a través del receptor GPVI [155]: α-actinina-1, ADAP, ILK y 




4.1.2 Infarto Agudo de Miocardio con Elevación del Segmento ST 
4.1.2.1 Características clínicas de pacientes y controles 
 
Para realizar el estudio clínico IAMCEST se recogieron muestras de 11 pacientes con un 
IAMCEST y 15 controles crónicos con cardiopatía isquémica crónica estable (CROIAMCEST) 
(Tabla 14). Al igual que en el estudio de pacientes SCASEST se realizó un estudio prospectivo de 
los pacientes agudos recogiendo muestras en el momento del ingreso, a los cinco días y a los seis 
meses. Así mismo, también se seleccionaron los 15 controles de manera que no presentaran 
diferencias significativas en las variables edad, género, tratamiento antiplaquetario al ingreso 
antes de la extracción de sangre y diabetes mellitus.  
 
Sólo hubo pequeñas diferencias clínicas entre los grupos como se puede observar en la Tabla 15. 
Los pacientes incluidos en el grupo CROIAMCEST tenían una prevalencia más alta de 
enfermedad coronaria de un vaso, mientras que en los pacientes IAMCEST las lesiones más 
habituales eran multivaso. El uso antes del ingreso hospitalario de inhibidores de los enzimas 
convertidores de angiotensina y estatinas era más habitual en el grupo CROIAMCEST. Por 
último, respecto a los resultados de laboratorio, los pacientes con eventos agudos presentaron 
mayor número de leucocitos y niveles de glucosa y menor cantidad de proteína y volumen 
plaquetario medio comparado con los pacientes estables. 
 
Tabla 14 - Listado de muestras del estudio IAMCEST y sus acrónimos. 
Acrónimo Descripción de la muestra 
IAMCEST Pacientes con un IAMCEST diagnosticado al ingreso en el hospital. 
ALTAS Pacientes IAMCEST, muestra recogida a los cinco días. 
REVISIONES Pacientes IAMCEST, muestra recogida a los seis meses. 
CROIAMCEST Pacientes con cardiopatía isquémica crónica estable después de haber tenido un 
IAMCEST al menos un año antes de su incorporación al estudio, sin eventos 
posteriores, y con tratamiento estándar en su domicilio. 
SANOS Pacientes sin eventos y sin diferencias significativas en edad y género con el 
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Tabla 15 - Características basales de los pacientes IAMCEST y controles CROIAMCEST. 
Variable 
IAMCEST 
(n = 11) 
CROIAMCEST 
(n = 15) 
Edad (años) 64,5±14,4 62,4±13,9 
Mujeres (%) 27,3 20,0 
Hx Hipertensión arterial (%) 45,5 60,0 
Hx Diabetes mellitus (%) 18,2 26,7 
Hx Tabaquismo (%) 18,2 6,7 
Hx Dislipidemia (%) 36,4 40,0 
Hx Enfermedad coronaria (%)* 18,2 100 
Hx Enfermedad cerebrovascular (%) 0 6,7 
Hx Insuficiencia cardíaca (%) 0 0 
Hx Enfermedad arterial periférica (%) 0 13,3 
Parámetros de Laboratorio   
Hemoglobina (g/dL) 14,4±1,8 14,7±1,2 
Leucocitos/µL* 12724±6006 7283±1841 
Plaquetas/µL 2244153±68417 223076±46580 
Volumen plaquetario medio (fL)* 8,34±1,1 9,4±1 
Índice de distribución del ancho plaquetario (%) 51,5±8,5 50,9±2,7 
Glucosa (mg/dL)* 209,9±185,4 117,9±42,1 
Creatinina (mg/dL) 1,2±0,42 1,2±0,5 
Proteínas totals (mg/dL)* 6,0±0,33 7,0±0,2 
Colesterol (mg/dL) 182,8±63,0 167,0±38,0 
Colesterol (LDL) (mg/dL) 123,6±53,5 106,0±37,0 
Colesterol (HDL) (mg/dL) 31,8±13,0 37,0±5,0 
Triglicéridos (mg/dL) 149,3±58,3 120,0±71,0 
Tratamientos previos a la 
extracción de la muestra 
  
Aspirina (%) 90,9 100,0 
Clopidogrel (%) 36,4 40,0 
Otros antiplaquetarios (%) 0 0 
Anticoagulantes (%) 0 0 
Inhibidores ECA (%)* 9,1 66,7 
Antagonistas receptor angiotensina (%) 27,3 13,3 
Estatinas (%)* 9,1 100 
Otros   
Ecocardiograma (%) 100 100 
Coronariografía (%) 100 100 
Enfermedad de un vaso (%)* 36,4 78,6 
Enfermedad de arteria descendiente anterior (%) 45,5 42,9 
ACTP (%) 100 85,7 
Los datos se presentan como la media y la desviación estándar o pocentaje de pacientes. Abreviaturas empleadas: 





4.1.2.2 Análisis comparativo de los geles bidimensionales 
 
De la misma manera que en el estudio clínico SCASEST, en el caso de la comparativa de los 
proteomas de las plaquetas de pacientes con IAMCEST y los controles crónicos (CROIAMCEST) 
se realizaron geles 2D de bisacrilamida al 10% con tiras IPG de 24 cm con un rango de pH de 
4 a 7. Se corrió un gel por muestra (IAMCEST, n=11; CROIAMCEST, n=15). Los geles se tiñeron 
con SYPRO Ruby (Lonza) y fueron digitalizadas en un escáner de fluorescencia modelo Typhoon 
9410 (GE Healthcare). El análisis de imagen se hizo con el programa Ludesi REDFIN 3 (Ludesi) y 
éste detectó una media de 2466±56 manchas de proteínas por gel en los pacientes IAMCEST y 
2426±53 manchas en el grupo CROIAMCEST. Se utilizaron los mismos criterios para considerar 
una diferencia significativa, por un lado la búsqueda de diferencias se centró en la aparición y 
desaparición de manchas, y por otro en diferencias de intensidad entre las manchas de cada 
grupo con un nivel de variación ≥ 1,5 y con un valor p<0,05. En este estudio, tras la aplicación 
de dichos criterios, se detectaron 56 diferencias significativas entre los grupos pacientes agudos y 
los controles crónicos (Figura 27).  
 
Figura 27 - Análisis del proteoma plaquetario de pacientes IAMCEST utilizando 2-DE. Imagen 
representativa de plaquetas circulantes (IEF: Rango de pH 4-7; segunda dimensión: 10% SDS-PAGE). La figura 
muestra la localización en los geles 2D de las manchas detectadas como diferenciales al comparar pacientes 
IAMCEST y controles CROIAMCEST. 
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Cuarenta de las proteínas identificadas estaban en mayor cantidad en los geles de pacientes 
IAMCEST y 16 lo estaban en los del grupo CROIAMCEST. Además, tras las identificaciones de las 
proteínas por espectrometría de masas se pudo comprobar que ocho estaban presentes en más de 
un mancha y que ocho manchas contenían más de una proteína, que normalmente pertenecía a 
la misma familia. 
 
El número de proteínas reguladas diferencialmente en plaquetas de pacientes IAMCEST, 
comparadas con controles estables, fue decreciendo con el tiempo. Como se mencionó 
anteriormente, en el ingreso existían 56 manchas proteicas reguladas diferencialmente. De esas 
56, sólo 32 seguían siendo significativas a día cinco. Después de seis meses, sólo cuatro machas 
proteicas se mantenían reguladas diferencialmente de manera significativa (Figura 28).  
 
 
Figura 28 - Evolución de las diferencias significativas en el estudio IAMCEST. Las diferencias 
significativas entre las plaquetas de pacientes IAMCEST y controles CROIAMCEST fueron disminuyendo con el 
tiempo, manteniéndose significativas 32 a los cinco días y sólo cuatro a los seis meses. Estos resultados indican 
que las diferencias detectadas inicialmente se debían al evento agudo y no a otras variables. 
 
4.1.2.3 Identificación de las proteínas 
 
Tras la detección de las diferencias significativas entre pacientes y controles, las manchas 
proteicas se escindieron de los geles, se digirieron con tripsina y se identificaron utilizando 
espectrometría de masas (MALDI-TOF y/o MALDI-TOF/TOF). De igual manera que en el estudio 
SCASEST todas las manchas pudieron ser identificadas y se observó que las 56 diferencias 
















Tabla 16 - Lista de proteínas reguladas diferencialmente al comparar plaquetas de 
pacientes IAMCEST y controles CROIAMCEST. 
Función Proteína1 Código Uniprot Mancha Variación 
Citoesqueleto 
Actin, cytoplasmic 1 OR 2 ACTB_HUMAN O 
ACTG_HUMAN 
320 +3,70* 
  587 +1,98* 
  682 +2,36* 
  714 +7,79* 
  751 +2,49* 
  1063 +2,34* 
  1077 +3,60* 
  1095 +1,94* 
  994 +3,26* 
  999 +2,37* 
Alpha-actinin-1 / Alpha-actinin-4 ACTN1_HUMAN Y 
ACTN4_HUMAN 
2222 +2,93* 





Drebrin DREB_HUMAN 201 +2,99* 
Gelsolin GELS_HUMAN 654 +2,22* 
Myosin regulatory light 
polypeptide 9 
MYL9_HUMAN 78 -1,65* 






 MYH9_HUMAN 1918 +1,98* 
 MYH9_HUMAN 2313 +2,69* 
PDZ and LIM domain protein 1 PDLI1_HUMAN 1997 +1,75 
Talin-1 TLN1_HUMAN 793 +2,08* 
  821 +2,45* 
  830 +2,92* 
  891 -1,75 
  1149 +2,01* 
  1206 +3,61* 
  1240 -1,71 
  1544 +2,28* 
  1573 +1,87* 
Transgelin-2 TAGL2_HUMAN 2195 +1,96 
Tropomodulin-3 TMOD3_HUMAN 993 -2,01* 
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Tubulin beta-1 chain TBB1_HUMAN 671 +1,87* 
Twinfilin-2 TWF2_HUMAN 2007 -2,54 
Vinculin VINC_HUMAN 1264 +1,73* 
  1584 +2,25* 
Señalización 
14-3-3 protein zeta/delta 1433Z_HUMAN 242 -1,80* 
Cdc42 CDC42_HUMAN 2006 +1,82* 
Crk-like protein (CrkL) CRKL_HUMAN 1642 +1,63 
GRB2-related adapter protein 2 
(GADS) 
GRAP2_HUMAN 2005 -1,79 
Inositol monophosphatase 1 IMPA1_HUMAN 717 -1,61 
Proto-oncogene tyrosine-protein 
kinase Src 
SRC_HUMAN 1835 -1,83 
Serine/threonine-protein 
phosphatase PP1-alpha, and 





phosphoprotein 2 (SKAP-HOM) 
SKAP2_HUMAN 279 -1,51* 
Tyrosine-protein phosphatase 
non-receptor type 6 (SHP-1) 
PTN6_HUMAN 1723 -1,61 
Extracelular 
Thrombospondin-1 TSP1_HUMAN 119 +infinito 




EH domain-containing protein 3 EHD3_HUMAN 1717 +1,87 
Ras-related protein Rab-1A / 





Ras-related protein Rab-6A / 





Ras-related protein Rap-1A RAP1A_HUMAN 2006 +1,82* 
Miscelánea 
Calnexin CALX_HUMAN 17 -1,50 
Glycogen phosphorylase, brain 
form 
PYGB_HUMAN 1712 +1,70* 
Glycogenin-1 GLYG_HUMAN 671 +1,87* 
NAD-dependent malic enzyme, 
mitochondrial 
MAOM_HUMAN 1253 +2,27* 
Peroxiredoxin-2 PRDX2_HUMAN 1088 +1,59* 
Pyruvate kinase isozymes 
M1/M2 
KPYM_HUMAN 1280 -2,51* 
  1564 +1,64 




CV025_HUMAN 717 -1,61* 
Las manchas reguladas diferencialmente tienen un valor p<0,05 excepto en los caso marcados con un asterisco, 
que tienen un valor p<0,01. Una variación negativa indica que la proteína está disminuida en pacientes 
IAMCEST mientras que una positiva indica que la mancha está aumentada en el grupo agudo. 1Nombres de las 
proteínas obtenidos de la base de datos Uniprot. 
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4.1.2.4 Clasificación funcional de las proteínas identificadas 
 
Las 42 proteínas reguladas diferencialmente forman parte de varios grupos según su función: 
citoesqueleto (38%), señalización (24%), extracelular/vesículas y rutas de secreción (21%), y 









En la Figura 30 se puede ver una selección de algunas de las proteínas reguladas 
diferencialmente, conjuntamente con sus perfiles de expresión en controles CROIAMCEST y 
pacientes IAMCEST. 
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Figura 30 - Selección de proteínas reguladas diferencialmente entre pacientes IAMCEST y 
controles CROIAMCEST. Imágenes ampliadas de manchas representativas para (A) Src (mancha nº 1835), 
(B) Trombospondina-1 (mancha nº 119), (C) CrkL (mancha nº 1642), (D) Miosina-9 (mancha nº 1918) and 
(E) SHP-1 (mancha nº 1723). El panel i) muestra imágenes representativas de 2-DE; el panel ii) muestra una 
gráfica de barras para cada una de las manchas mostrando variaciones en volumen medio± desviación estándar 
en los diferentes grupos: CROIAMCEST (n=15), e IAMCEST (n=11).* indica mayor expresión de la proteína 
destacada en el correspondiente grupo de muestras. 
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4.1.2.5 Validación de los resultados mediante inmunodetección 
 
Se seleccionaron dos proteínas de señalización para realizar validaciones por inmunodetección, 
la quinasa Src y la proteína adaptadora CrkL. En este estudio IAMCEST las validaciones se 
realizaron incluyendo a un grupo de controles SANOS. Este grupo de donantes se seleccionó de 
manera que no presentasen diferencias significativas en edad y género respecto a los pacientes 
IAMCEST. 
 
a) La forma activa de Src (pTyr418) está aumentada en las plaquetas de 
pacientes IAMCEST 
 
El análisis mediante 2-DE detectó una mancha, que contenía a la quinasa Src, en menos cantidad 
en las plaquetas de pacientes IAMCEST (Figura 30A). Src es una tirosina quinasa de 60 kDa 
implicada en el inicio de la señalización de varios receptores plaquetarios relacionados con 
tirosina quinasas [13]. La regulación de los miembros de las SFKs, entre los que se encuentra 
Src, suele suceder a través de fosforilaciones en tirosina. Es lógico por tanto pensar que la 
diferencia observada en el estudio proteómico pudiera deberse a una fosforilación o 
defosforilación de Src. Para que ésta proteína tenga plena actividad catalítica es necesaria la 
fosforilación de la tirosina 418 (pTyr418), que está localizada en el dominio catalítico. Un 
análisis de la literatura existente sobre la proteína ayudó a tomar la decisión de usar un 
anticuerpo anti-Src específico para esa tirosina fosforilada (pTyr418, Invitrogen) que demostró 
que la forma activa de Src estaba aumentada en las plaquetas de pacientes IAMCEST (Figura 
31). Esta aparente contradicción con los resultados de proteómica no es realmente tal: cuando 
hay un aumento en la fosforilación de una proteína, las manchas proteicas que se corresponden 
con las formas hipofosforiladas pueden disminuir su intensidad, mientras que la intensidad de las 
manchas correspondientes con formas hiperfosforiladas, en una región más ácida, aumenta. En 
este caso, no se detectó la forma hiperfosforilada. Algunas de las razones para explicar por qué 
no se detectó podrían ser que las manchas de interés estuviesen tapadas por otras manchas 
cercanas en el gel teñido (proteínas más abundantes) o que la diferencia se detectase pero 
estuviese por debajo del límite de variación entre grupos (1,5) por lo que no se consideró 
significativa. Además, también hay que tener en cuenta que la técnica de inmunodetección es 
mucho más sensible que la tinción de geles. 
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b) La proteína adaptadora CrkL se encuentra en mayor cantidad en las plaquetas 
de pacientes IAMCEST 
 
En el estudio IAMCEST también se validó el resultado de la proteína CrkL (Crk-like), que actúa 
en la cascada de señalización de la glicoproteína GPVI como adaptadora de la tirosina quinasa 
Syk [189]. Esta proteína se detectó en una mancha proteica aumentada en las plaquetas de los 
pacientes IAMCEST (Figura 30C). Los estudios de validación mediante inmunodetección 
confirmaron dicho resultado como se puede observar en la Figura 31. 
 
 
Figura 31 - La forma activa de Src (p-Tyr418) y CrkL se encuentran en mayor cantidad en 
plaquetas de pacientes IAMCEST. El panel (A) muestra los niveles de expresión proteica obtenidos por 
inmunodetección de Src-pTyr418, CrkL, y GAPDH en plaquetas de pacientes IAMCEST y CROIAMCEST. Las 
imágenes son representativas de los resultados obtenidos. El panel (B) dispone una gráfica densitométrica que 
representa los valores medios ± desviación estándar de las intensidades de las bandas correspondientes a Src-
pTyr418 y CrkL obtenidas por inmunodetección, respecto a GAPDH, para todos los pacientes incluidos en el 





4.1.2.6 Análisis de redes e interacciones entre las proteínas identificadas 
 
Para analizar las posibles interacciones entre todas las proteínas identificadas y detectar las redes 
y rutas más importantes en las que estaban involucradas se utilizó el programa Ingenuity 
Pathways Analysis (Ingenuity Systems). El análisis detectó que 35 de las 42 proteínas reguladas 




Figura 32 - Estudio IAMCEST: análisis de redes de las proteínas reguladas diferencialmente 
mediante el software Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity Systems). La red de interacción 
destacada está relacionada con morfología celular y tisular e incluye a 35 de las 42 proteínas diferencialmente 
reguladas. Las proteínas identificadas en el análisis diferencial están marcadas como nodos sombreados con el 
nombre de su gen. Las líneas sólidas representan interacciones directas, las punteadas son indirectas. Las flechas 
de un nodo hacia otro indican que ese nodo actúa sobre el otro. Las líneas sin flecha representan enlaces. Las 
formas de los nodos significan: doble círculo = complejo o grupo; triángulo = quinasa; forma curvilínea = 
enzima; círculo = otra. NOTA: Una versión en alta resolución de esta figura puede consultarse en el CD incluido 
con la tesis doctoral. 
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Las tres rutas canónicas más importantes relacionadas con las proteínas identificadas fueron la 
señalización a través del citoesqueleto de actina, la señalización a través de integrinas y la 
señalización a través de la quinasa asociada a integrina (ILK) (Figura 33). 
 
 
Figura 33 - Estudio IAMCEST: funciones moleculares y rutas canónicas identificadas por el 
software Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity Systems). El panel (A) muestra las funciones 
moleculares más destacadas y el panel (B) las rutas canónicas más importantes de la red de interacción. 
 
Además, se conoce que siete proteínas reguladas diferencialmente están involucradas en la 
activación plaquetaria a través del receptor de colágeno GPVI: α-actinina-1, Src, SKAP-HOM, 
Gads [155], SHP-1 [190], Cdc42 [191] y CrkL [189].  
 
4.1.2.7 La vía de señalización de GPVI está más activada en las plaquetas 
de pacientes IAMCEST 
 
Los resultados obtenidos en el análisis realizado mediante proteómica, en los que se detectó un 
elevado número de proteínas alteradas pertenecientes a la vía de GPVI, conjuntamente con los 
obtenidos en el análisis bioinformático de interacciones y redes entre proteínas diferenciales, 
sugerían que la señalización a través de GPVI está involucrada en el evento agudo. Para 
comprobar dicha hipótesis, se reclutó una cohorte independiente de pacientes con el objetivo de 
analizar el estado de activación de la vía de señalización de GPVI durante el evento agudo. Las 
características clínicas de los pacientes fueron similares a las registradas en la cohorte principal 




Tabla 17 - Características basales de los pacientes IAMCEST y controles CROIAMCEST del 
estudio de señalización a través de GPVI. 
Variable 
IAMCEST 
(n = 6) 
CROIAMCEST 
(n = 6) 
Edad (años) 66,6±12,5 68,8±8,5 
Mujeres (%) 50,0 50,0 
Hx Hipertensión arterial (%) 66,7 50 
Hx Diabetes mellitus (%) 16,7 16,7 
Hx Tabaquismo (%) 16,7 0 
Hx Dislipidemia (%)* 33,3 50 
Hx Enfermedad coronaria (%)* 33,3 100 
Hx Enfermedad cerebrovascular (%) 0 0 
Hx Insuficiencia cardíaca (%) 16,7 0 
Hx Enfermedad arterial periférica (%) 16,7 0 
Parámetros de Laboratorio   
Hemoglobina (g/dL) 13,8±0,8 12,2±0,7 
Leucocitos/µL* 10765±3565 6950±1784 
Plaquetas/µL 269333±63964 221200±33625 
Volumen plaquetario medio (fL)* 8,5±0,5 9,9±1,7 
Índice de distribución del ancho plaquetario (%) 46,6±4,8 56,7±3,0 
Glucosa (mg/dL)* 147,0±54,0 125,6±51,6 
Creatinina (mg/dL) 1,1±0,4 0,9±0,3 
Proteínas totals (mg/dL)* 6,1±0,6 6,5±0,5 
Colesterol (mg/dL) 164,5±48,1 165,0±19,0 
Colesterol (LDL) (mg/dL) 105,0±37,5 96,0±14,0 
Colesterol (HDL) (mg/dL) 37,6±8,6 39,0±21,0 
Triglicéridos (mg/dL) 132,3±43,0 102,0±36,0 
Tratamientos Crónicos   
Aspirina (%) 83,3 100 
Clopidogrel (%) 16,7 16,7 
Otros antiplaquetarios (%) 0 0 
Anticoagulantes (%) 0 
 
0 
Inhibidores ECA (%)* 33,3 
 
66,7 
 Antagonistas receptor angiotensina (%) 16,6 
 
0 
 Estatinas (%)* 16,7 
 
83,3 
 Otros   
Ecocardiograma (%) 83,3 
 
50 
 Coronariografía (%) 100 
 
100 
 Enfermedad de un vaso (%)* 50 
 
50 
 Enfermedad de arteria descendente anterior (%) 66,7 
 
66,7 
 ACTP (%) 100 83,3 
Los datos se presentan como la media y la desviación estándar o pocentaje de pacientes. Abreviaturas 
empleadas: ECA: enzima convertidora de angiotensina; ACTP: angioplastia coronaria transluminal 
percutánea. * p<0,05 
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Las plaquetas de seis pacientes IAMCEST, seis controles crónicos CROIAMCEST y seis donantes 
SANOS fueron activadas in vitro con el péptido relacionado con colágeno (collagen related 
peptide, CRP), agonista específico de GPVI, en presencia del agente quelante de iones Ca+2, EGTA 
(que evita la agregación plaquetaria durante la activación), e inhibidores de los mediadores 
secundarios (ADP, TxA2). Estos inhibidores se usaron para estar seguros de que los cambios en el 
proteoma se debían específicamente a la señalización a través de GPVI [155].  
 
Así pues, se realizó una comparativa entre plaquetas basales (sin activar) y activadas con CRP 
para los tres grupos de muestras (IAMCEST, CROIAMCEST, SANOS). Para ello, se juntaron las 
mismas cantidades de proteína de cada muestra perteneciente a un grupo para cada punto de 
estudio (basal, CRP) y se cargaron en un gel Bis-Tris en gradiente 4-12%. Como la señalización 
en GPVI funciona principalmente a través de fosforilaciones en tirosina, se realizó una 
inmunodetección de las proteínas fosforiladas en tirosina con el anticuerpo 4G10 (Millipore, 
Billerica, MA, EEUU). Tal y como era de esperar, hubo un aumento en la fosforilación en tirosina 
cuando las plaquetas eran activadas con CRP, pero curiosamente, ese aumento era mayor en los 
pacientes IAMCEST (Figura 34). Además, como la familia de las Src quinasas juegan un papel 
fundamental en la señalización a través de GPVI, se rehibridaron las membranas con el 
anticuerpo anti-Src (pTyr418, Invitrogen), que reconoce la forma activa de la quinasa. Como 
puede verse en la Figura 34, la estimulación con CRP produjo un aumento de los niveles de Src-
pTyr418. Curiosamente, también se produjo un aumento en los niveles de Src-pTyr418 en las 
plaquetas de los pacientes IAMCEST comparados con los controles, tanto en plaquetas basales 
como activadas con CRP. Esto confirma nuestros resultados del estudio proteómico y muestra 






Figura 34 - La señalización a través de GPVI está más activada en plaquetas de pacientes 
IAMCEST. El panel (A) muestra los niveles de expresión obtenidos por inmunodetección de proteínas 
fosforiladas en tirosina (Anticuerpo 4G10), Src-pTyr418, y GAPDH en plaquetas basales y activadas con CRP de 
pacientes IAMCEST (n=6), controles CROIAMCEST (n=6) y donantes SANOS (n=6). Las mismas cantidades de 
proteína correspondientes a cada uno de los seis pacientes por grupo fueron combinadas para cada punto de 
estudio y cargadas en diferentes calles en un gel NuPAGE Bis-Tris 4-12% para separar la proteína antes de la 
inmunodetección. El panel (B) muestra una gráfica densitométrica que representa los valores de las intensidades 
de las bandas que se corresponden con la expresión de Src-pTyr418 respecto a GAPDH. Este análisis se 
corresponde con la inmunodetección realizada en el panel A. ID: Inmunodetección; Fosfo-tir: proteínas 
fosforiladas en tirosina; CRP: collagen-related peptide. 
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4.2 Estudio básico de la vía de señalización del receptor 
plaquetario CLEC-2 
 
4.2.1 Análisis del proteoma fosforilado en tirosina de plaquetas 
activadas a través de CLEC-2 
 
El proteoma de plaquetas activadas a través del receptor CLEC-2 se analizó centrando el interés 
en las proteínas fosforiladas en tirosina. Las plaquetas obtenidas de donantes sanos se activaron 
con el agonista específico de CLEC-2, rhodocytin. Antes de la activación las muestras fueron 
incubadas en presencia de integrilina para prevenir la agregación plaquetaria y las interferencias 
que supondría la señalización “fuera-dentro” (outside-in) de la integrina αIIbβ3. Estudios 
anteriores de nuestro grupo habían demostrado que las condiciones óptimas para obtener la 
máxima fosforilación en tirosina producida por estimulación con rhodocytin consistían en 
emplear una concentración 300 nM del agonista durante 5 min en agitación constante 
(1200 rpm) a 37ºC [25].  
 
Las proteínas inmunoprecipitadas de plaquetas basales y estimuladas con rhodocytin se separaron 
en geles 1D-SDS-PAGE (10% bisacrilamida) y se visualizaron con la tinción específica para 
proteínas fosforiladas Pro-Q Diamond (Molecular Probes, Eugene, OR, EEUU), que detecta todos 
los sitios de fosforilación. Una vez que los geles estuvieron digitalizados se volvieron a teñir, esta 
vez con la tinción fluorescente Sypro Ruby (Lonza) para ver la todas las proteínas presentes en el 
gel. El resultado de las tinciones puede verse en la (Figura 35).  
 
Tras la tinción, se cortaron 31 bandas correspondientes a proteínas fosforiladas en tirosina y se 
analizaron mediante espectrometría de masas. Este análisis produjo la identificación de 
83 proteínas únicas que parecen formar parte de un complejo de señalización regulado por 





Figura 35 - Análisis del proteoma fosforilado de plaquetas activadas con rhodocytin. El panel 
(A) muestra todas las proteínas fosforiladas que se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-fosfotirosina 4G10 
de muestras de plaquetas basales y estimuladas con rhodocytin. El panel (B) muestra el mismo gel pero teñido 
para poder observar todas las proteínas inmunoprecipitadas con anticuerpo 4G10 de plaquetas basales y 
estimuladas con rhodocytin. En esta imagen se encuentran marcadas todas las bandas que se escindieron del gel y 
se analizaron mediante MS. Fosfo-tir: proteínas fosforiladas en tirosina; Basal: plaquetas sin estimulación; Rhod: 
plaquetas estimuladas con rhodocytin (300 nM, 5 min); IP: inmunoprecipitación. 
 
La mayoría de las proteínas identificadas eran proteínas de citoesqueleto o de señalización, las 
cuales juegan un papel fundamental en la activación plaquetaria. Además, dentro de las 
proteínas de señalización, se logró identificar a la mayor parte de las proteínas que juegan un 
papel conocido en la cascada de señalización de CLEC-2, con la excepción principal del 
adaptador LAT (Tabla 18). Este grupo incluye receptores (CLEC-2, GPIbα, PECAM-1), proteínas 
adaptadoras (SLP76, Gads); tirosina quinasas (Fyn, Lyn, Src, Syk, Btk); fosfatasas (CD148); y 
otras (Vav1/3, PLCγ2). Además, el estudio identificó un número de proteínas de señalización que 
no se sabía que participaban en la señalización a través de CLEC-2. Algunos ejemplos son las 
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proteínas adaptadoras Dok-2, Grb2, y ADAP (FYB, SLAP130); la tirosina quinasa Fer; y fosfatasas 
como SHP-1, y SHIP-1 (Tabla 18).  
 
Tabla 18 - Análisis 1D-SDS-PAGE: Lista de proteínas de señalización diferenciales entre 
plaquetas basales y estimuladas mediante rhodocytin. 
Función Código Uniprot Proteína1 
Adaptadoras 
1433E_HUMAN 14-3-3 protein epsilon 
1433F_HUMAN 14-3-3 protein eta 
1433G_HUMAN 14-3-3 protein gamma 
1433Z_HUMAN 14-3-3 protein zeta/delta 
DOK2_HUMAN Docking protein 2 (Dok-2) 
FYB_HUMAN FYN-binding proteína (ADAP, SLAP-130) 
GRAP2_HUMAN GRB2-related adapter protein 2 (Gads) 
GRB2_HUMAN Growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) 
LCP2_HUMAN Lymphocyte cytosolic protein 2 (SLP-76) 
SKAP2_HUMAN Src kinase-associated phosphoprotein 2 (SKAP-HOM) 
Quinasas 
BTK_HUMAN Tyrosine-protein kinase BTK 
FER_HUMAN Tyrosine-protein kinase Fer 
FES_HUMAN Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Fes/Fps 
FYN_HUMAN Tyrosine-protein kinase Fyn 
KSYK_HUMAN Tyrosine-protein kinase SYK 
LYN_HUMAN Tyrosine-protein kinase Lyn 
MK14_HUMAN Mitogen-activated protein kinase 14 
SRC_HUMAN Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src 
Fosfotasas 
MYPT1_HUMAN Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12A 
PGAM5_HUMAN Serine/threonine-protein phosphatase PGAM5, mitochondrial 
PTN6_HUMAN Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 6 (SHP-1) 
PTPRJ_HUMAN Receptor-type tyrosine-protein phosphatase eta (CD148) 
SHIP1_HUMAN Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1 (SHIP-1) 
Receptores 
CLC1B_HUMAN C-type lectin domain family 1 member B (CLEC-2) 
GP1BA_HUMAN Platelet glycoprotein Ib alpha chain 
ITA2B_HUMAN Integrin alpha-IIb 
PECA1_HUMAN Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1) 
Otras 
ANXA1_HUMAN Annexin A1 
ANXA2_HUMAN Annexin A2 
DEN2C_HUMAN DENN domain-containing protein 2C 
PLCG2_HUMAN 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2 
(PLCγ2) 
PPIP2_HUMAN Proline-serine-threonine phosphatase-interacting protein 2 
VAV_HUMAN Proto-oncogene vav 
VAV3_HUMAN Guanine nucleotide exchange factor VAV3 
1Nombres de las proteínas obtenidos de la base de datos Uniprot. 
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La validación de los resultados obtenidos mediante proteómica se realizó utilizando 
inmunodetección en una selección de las proteínas anteriormente mencionadas (Figura 36A). 
Como estrategia de validación adicional, la fosforilación en tirosina de ADAP, Fer y Dok-2 fue 
confirmada combinando inmunoprecipitaciones e inmunodetecciones (Figura 36B). 
 
 
Figura 36 - Selección de proteínas fosforiladas en tirosina tras estimulación del receptor 
plaquetario CLEC-2. El panel (A) muestra el resultado de la validación mediante inmunodetección de la 
fosforilación en tirosina para varias proteínas detectadas en el experimento de proteómica: ADAP, Fer, Dok-2, 
Btk, y SHIP-1. En el panel (B) se puede observar la validación adicional realizada para algunas proteínas 
mediante una combinación de inmunoprecipitaciones e inmunodetecciones. i) Fer; ii) Dok-2; iii) ADAP. Las 
gráficas densitométricas representan el valor medio de la intensidad de las bandas de las proteínas y su 
estadística. * p<0,05; ** p<0,01. Fosfo-tir: proteínas fosforiladas en tirosina; Basal: plaquetas sin estimulación; 
Rhod: plaquetas estimuladas con rhodocytin (300 nM, 5 min); IP: inmunoprecipitación; ID: inmunodetección. 
Los experimentos se realizaron al menos cuatro veces. 
 
Como se mencionó previamente, la activación completa de la señalización a través de CLEC-2 
depende en gran medida de la acción de los mediadores secundarios (ADP y TxA2) [46]. Así, se 
hipotetizó que la influencia de los mediadores secundarios podría no afectar de igual manera a 
todas las proteínas de señalización detectadas como alteradas en el estudio proteómico. Para 
comprobarlo, se realizaron estimulaciones con rhodocytin en presencia y ausencia de inhibidores 
de mediadores secundarios (apirasa e indometacina) y se inmunoprecipitaron algunas de las 
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proteínas de señalización detectadas. En el caso de las proteínas Dok-2 y ADAP se pudieron ver 
diferencias en los efectos de los mediadores secundarios: por un lado se produjo, en ambos 
casos, un aumento de los niveles de fosforilación en tirosina en ausencia de inhibidores de 
mediadores secundarios de acuerdo con los resultados proteómicos, y por otro, cuando se 
estimulaban plaquetas en presencia de inhibidores de mediadores secundarios, la fosforilación de 





Figura 37 - Efectos de los mediadores secundarios en la fosforilación de Dok-2 y ADAP tras 
activación de CLEC-2. Las plaquetas fueron activadas con rhodocytin en presencia (+) y ausencia (-) de 
inhibidores de mediadores secundarios (apirasa e indometacina). (A) La fosforilación de Dok-2 es independiente 
de los mediadores secundarios y (B) La fosforilación de ADAP depende de los mediadores secundarios. 
i ) imágenes representativas de los resultados de las inmunoprecipitaciones; ii) gráficas densitométricas que 
muestran el valor medio de la intensidad de las bandas. Todas las diferencias significativas están indicadas. 
* indica p<0,05. Fosfo-tir: proteínas fosforiladas en tirosina; Basal: plaquetas sin estimulación; Rhod: plaquetas 
estimuladas con rhodocytin (300 nM, 5 min); IP: inmunoprecipitación; ID:inmunodetección. Los experimentos se 




4.2.2 Análisis 2D-DIGE de plaquetas basales frente a plaquetas 
activadas a través de CLEC-2 
 
Para obtener una imagen más completa de los eventos bioquímicos que suceden tras la 
activación con rhodocytin, se realizó un análisis del proteoma de plaquetas basales frente a 
plaquetas activadas con rhodocytin mediante la tecnología 2D-DIGE. De igual manera que en el 
estudio proteómico del proteoma fosforilado en tirosina, las plaquetas se estimularon con 
rhodocytin 300 nM durante 5 min en presencia de integrilina para evitar la agregación. Se 
siguieron las recomendaciones del fabricante (GE Healthcare) para el marcaje 2D-DIGE [75] con 
una excepción: se empleó un tampón de muestra desarrollado en el laboratorio porque se 
observó una mejor resolución comparándolo con el tampón estándar recomendado (Figura 38).  
 
Figura 38 - Comparativa de tampones de muestra para 2D-DIGE. Los resultados obtenidos con el 
tampón de muestra recomendado por el fabricante (A) no fueron los adecuados, se obtenía un patrón del 
proteoma de plaquetas alterado. Los resultados con el tampón de muestra desarrollado en el laboratorio (B) 
fueron satisfactorios y se decidió su empleo para la aproximación proteómica realizada mediante 2D-DIGE. 
 
El análisis 2D-DIGE se centró el rango de pI 4-7, tal y como se había hecho en los estudios 
clínicos, porque se sabe que el 85% del proteoma plaquetario detectado por 2-DE se encuentra 
en dicho rango [152]. Para obtener la máxima resolución se usaron tiras IPG de 24 cm para la 
primera dimensión y geles grandes SDS-PAGE (24 x 20 cm) para la segunda. Para identificar los 
cambios producidos por la activación con rhodocytin, se realizó un análisis de imagen de seis 
experimentos independientes como se describe en detalle en la sección de Materiales y Métodos. 
Como consecuencia, se detectaron 2094 manchas proteicas por gel, 73 de las cuales estaban 
reguladas diferencialmente entre los grupos basal y activado (variación ≥ 1,5 y p < 0,05) 
(Figura 39).  
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Figura 39 - Análisis 2D-DIGE de alta resolución del proteoma de plaquetas activadas con 
rhodocytin. El panel (A) muestra una imagen representativa del análisis 2D-DIGE donde la emisión de 
fluorescencia de los fluoróforos Cy3 y Cy5 está superpuesta. Las manchas de color verde están en mayor cantidad 
en plaquetas estimuladas con rhodocytin y las de color rojo lo están en plaquetas basales. La serie de manchas 
alteradas cuyo contenido era la proteína pleckstrina está indicada. En el panel (B) se muestra una imagen 
representativa del análisis 2D-DIGE en escala de grises y las manchas que están regulados diferencialmente entre 
plaquetas estimuladas con rhodocytin y basales se encuentran marcadas.  
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Cuarenta y cuatro de las manchas proteicas se encontraban aumentadas en las muestras 
activadas con rhodocytin, mientras que 29 se encontraban en menos cantidad en dichas 
muestras. De las 73 manchas totales, se pudieron identificar exitosamente 63 utilizando 
espectrometría de masas. Como era de esperar, algunas de las manchas (5) presentes en los geles 
de plaquetas activadas con rhodocytin contenían componentes del veneno de serpiente. Las 
58 manchas restantes se correspondían con un total de 58 proteínas únicas (Tabla 19).  
 
Tabla 19 - Análisis 2D-DIGE: lista de proteínas diferenciales cuando se comparan los 
proteomas de plaquetas basales y activadas con rhodocytin. 
Función Proteína1 Código Uniprot Variación Mancha 
Citoesqueleto 
Actin, cytoplasmic 1 or 2 ACTB_HUMAN O 
ACTG_HUMAN 
3,00* 1972 
Alpha-centractin ACTZ_HUMAN 1,80* 1105 
Beta-centractin ACTY_HUMAN 2,80* 1099 
Caldesmon CALD1_HUMAN -1,60* 753 
Cofilin-1 COF1_HUMAN -2,40* 1969 
  -2,00* 1856 
  -2,00* 1828 
Coronin-1A COR1A_HUMAN -1,60 886 
Coronin-1B COR1B_HUMAN -1,60 886 
  -1,60* 753 
  -1,80* 750 
Dematin DEMA_HUMAN -2,00* 1973 
Destrin DEST_HUMAN -1,90* 1887 
Fibrinogen gamma chain FIBG_HUMAN 1,70 1257 
Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 




Heat shock protein beta-1 HSPB1_HUMAN 1,80 1674 
  -4,10* 1624 
  -2,50* 1623 
  1,80 1580 
Microtubule-associated protein 
RP/EB family member 2 
MARE2_HUMAN -1,70* 1981 





  -1,70 2026 
  -1,80 1831 
Myosin regulatory light 
polypeptide 9 
MYL9_HUMAN -1,60 2087 
  -1,60 1787 
  -1,50* 1774 
Nexilin NEXN_HUMAN -1,80* 722 
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  -1,90* 2062 
PDZ and LIM domain protein 1 PDLI1_HUMAN 1,50* 1593 
Tubulin alpha-4A chain TBA4A_HUMAN 1,80 1806 
Tubulin beta-1 chain TBB1_HUMAN 1,90* 1088 






Plasminogen activator inhibitor 1 PAI1_HUMAN -2,00* 1973 
Serum albumin ALBU_HUMAN -1,60* 753 
Thrombospondin-1 TSP1_HUMAN 1,50* 2072 
  10,60* 1516 
Señalización 
Annexin A4 ANXA4_HUMAN 1,50* 2072 
  2,60* 1482 
Annexin A7 ANXA7_HUMAN 3,00* 1972 
  1,70* 1971 
Crk-like protein CRKL_HUMAN 1,90* 1274 
Dual specificity mitogen-activated 
protein kinase kinase 2 
MP2K2_HUMAN 3,00* 1972 
Growth factor receptor-bound 
protein 2 (Grb2) 
GRB2_HUMAN 1,60* 2081 
Integrin alpha-IIb ITA2B_HUMAN -1,90* 2062 
  1,80* 508 
  3,00* 492 
Pleckstrin PLEK_HUMAN 1,80* 2054 
  -2,00* 1973 
  2,50* 1132 
  1,60* 1106 
  1,80* 1105 
  2,10* 1103 
  2,50* 1101 
  2,30* 1100 
  2,80* 1099 
  2,50* 1097 
  2,90* 1095 
  3,30* 1091 
  1,90* 1088 
Regulator of G-protein signaling 10 RGS10_HUMAN 3,00* 2094 
  2,90* 1966 
Regulator of G-protein signaling 18 RGS18_HUMAN 2,00* 1975 
Rho GTPase-activating protein 17 RHG17_HUMAN -1,60 886 
Serine/threonine-protein kinase 
PAK 2 
PAK2_HUMAN -2,90* 842 
  -1,90* 833 
Src kinase-associated 
phosphoprotein 2 (SKAP-HOM) 
SKAP2_HUMAN -1,90* 879 
Tyrosine-protein kinase Lck or Src 











Rab11 family-interacting protein 3 RFIP3_HUMAN 1,70 1257 









6PGD_HUMAN -2,00* 1973 
Adenosylhomocysteinase SAHH_HUMAN 3,00* 1972 
Bridging integrator 2 BIN2_HUMAN 1,80* 508 
  3,00* 492 
Calcineurin subunit B type 1 CANB1_HUMAN 2,40* 1949 
Calcium-binding and coiled-coil 
domain-containing protein 1 
CACO1_HUMAN 1,80* 508 
Clusterin CLUS_HUMAN 1,70 1257 
Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA 
isomerase, mitochondrial 
ECH1_HUMAN 2,60* 1482 
Elongation factor Tu, 
mitochondrial 
EFTU_HUMAN -1,60* 1974 
  -2,00* 1973 
Galectin-related protein LEGL_HUMAN -1,60 1787 
  -1,50* 1774 
Glutathione S-transferase Mu 1 GSTM1_HUMAN -2,00* 1654 
L-lactate dehydrogenase B chain LDHB_HUMAN 1,60* 2081 
Peroxiredoxin-2 PRDX2_HUMAN -1,70* 1979 
Peroxiredoxin-4 PRDX4_HUMAN 1,50* 1593 
Plastin-3 PLST_HUMAN -1,80* 750 
Protein disulfide-isomerase A3 PDIA3_HUMAN -1,60 886 
Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) 
O-methyltransferase 
PIMT_HUMAN 1,60* 2081 
Rab GDP dissociation inhibitor beta GDIB_HUMAN 1,70* 2063 
Thioredoxin-dependent peroxide 
reductase, mitochondrial 
PRDX3_HUMAN -3,10* 1968 
  1,60* 2081 
Tripartite motif-containing protein 
58 
TRI58_HUMAN -1,60 886 
Una variación negativa indica que la proteína se encuentra en mayor cantidad en plaquetas basales, mientras 
que una variación positiva indica que está en mayor cantidad en plaquetas estimuladas con rhodocytin. Todas las 
proteínas variaban su nivel más de 1,5 veces y tenían un valor p < 0,05; menos en los casos marcados con *, que 
tenían p < 0,01. 1Nombres de las proteínas obtenidos de la base de datos Uniprot. 
 
El análisis mostró que 19 manchas contenían más de una proteína, mientras que 16 proteínas 
estaban presentes en más de una mancha. Así mismo también se detectó un desplazamiento de 
varias proteínas hacia una región más ácida del gel tras estimulación con rhodocytin, lo que 
concuerda con fenómenos de fosforilación. Un claro ejemplo de esta situación es la pleckstrina, 
sustrato principal de la proteína quinasa C en plaquetas y que tiene seis sitios posibles de 
fosforilación para esta quinasa [192]. Como se puede apreciar en la Figura 39A y en la Figura 
40, hay una serie de 13 manchas de pleckstrina, la mayoría de las cuales están aumentadas en 
plaquetas activadas con rhodocytin, y que se corresponden con diferentes formas fosforiladas de 
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la proteína. En la Figura 40 también se puede ver una selección de proteínas reguladas 
diferencialmente detectadas en el análisis 2D-DIGE. 
 
 
Figura 40 - Análisis 2D-DIGE: imágenes representativas de proteínas reguladas 
diferencialmente entre plaquetas basales y estimuladas con rhodocytin. El panel (A) muestra 
manchas que contenían pleckstrina. El panel (B) muestra Grb-2 (mancha número 2081). El panel (C) muestra 
Hspβ1 (mancha número 1624). El panel (D) muestra destrina (mancha número 1887). * indica más presencia 
de la proteína en dicho grupo de comparación. 
 
Una gran proporción de las proteínas identificadas en el análisis 2D-DIGE son de citoesqueleto 
(34,5%) y señalización (22,4%), lo que concuerda con el crítico papel que juegan estos dos 
grupos funcionales en la mediación de la función plaquetaria y su regulación mediante 
fosforilaciones. Varias de las proteínas de señalización identificadas juegan un papel en la vía de 
CLEC-2 (SFKs, SKAP-HOM), mientras otras no se sabía que lo hacían (CrkL, Grb2). 
Curiosamente, sólo nueve de las proteínas que se habían identificado en el análisis del proteoma 
fosforilado en tirosina de plaquetas estimuladas con rhodocytin se identificaron también en la 
aproximación 2D-DIGE. Estas proteínas coincidentes fueron actina, caldesmon, clusterina, Fyn, la 
integrina αIIb, SKAP-HOM, trombospondina-1 y tubulina. Además, también se identificó a la 
proteína adaptadora Grb2 en ambas aproximaciones, se detectó en una mancha aumentada en 
plaquetas activadas (en la aproximación 2D-DIGE) (Figura 40B) y en una banda correspondiente 





Dok-2 se fosforila en tirosina tras activación por CLEC-2 lo que produce 
un aumento de su interacción con SHIP-1 
 
Estudios anteriores demostraron que la proteína adaptadora Dok-2 se fosforila en tirosina tras 
activación del receptor plaquetario GPVI [154]. En el presente trabajo se ha comprobado que 
esta proteína también se fosforila tras activación de CLEC-2 (Figura 36). Además, también se 
investigaron las posibles interacciones proteína-proteína de Dok-2 porque esto podría dar pistas 
sobre su posible función en la vía de señalización de CLEC-2. Una de las candidatas potenciales 
es la fosfatasa SHIP-1 porque se ha confirmado que interacciona con Dok-2 en células T [193]. 
Para comprobar si había interacción entre Dok-2 y SHIP-1 se realizaron experimentos de co-
inmunoprecipitación, y estos demostraron que la asociación de Dok-2 con SHIP-1 aumentaba tras 
activación plaquetaria a través de CLEC-2. Además, se realizaron experimentos en los que se 
estimulaba las plaquetas con rhodocytin durante diferentes tiempos para ver la evolución de la 
interacción. Estos experimentos mostraron que la máxima interacción entre Dok-2 y SHIP-1 se 
produce a los 2 min de la estimulación con rhodocytin (Figura 41A). Se realizaron así mismo 
experimentos de control, haciendo inmunoprecipitaciones con un anticuerpo control (IgG de 
conejo) para comprobar la especificidad de la banda de SHIP-1 (Figura 41B). 
 
 
Figura 41 - La interacción de Dok-2 con SHIP-1 aumenta tras la estimulación de CLEC-2. La 
interacción entre Dok-2 y SHIP-1 se estudió mediante co-inmunoprecipitación y experimentos a diferentes tiempos 
de estimulación. El panel (A) muestra imagen representativa de los resultados obtenidos. El panel (B) muestra 
una gráfica densitométrica que indica el valor medio de las bandas y su estadística comparativa. El panel (C) 
muestra la especificidad de la banda de SHIP-1. Se utilizaron dos anticuerpos IgG de conejo, uno conjugado con 
agarosa (Santa Cruz) y otro no conjugado (Millipore). * p<0,05. Basal: plaquetas sin estimulación; Rhod: 
plaquetas estimuladas con rhodocytin; AC: conjugado con agarosa. 
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4.2.3 Análisis bioinformático mediante Ingenuity Pathways Analysis  
 
En el presente estudio se identificaron un total de 132 proteínas diferentes; 43 de las cuales 
tienen funciones de señalización. Se utilizó el software Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity 
Systems) para investigar las posibles interacciones entre todas las proteínas identificadas con el 
objetivo de identificar las posibles redes de interacción entre las proteínas. El programa identificó 
dos redes principales, una relacionada con la inflamación cardiaca, la enfermedad cardiovascular 
y la enfermedad inflamatoria, que conectaba a 56 de las 132 proteínas; y otra, relacionada con 
movimiento celular, el tráfico de células inmunes y el desarrollo y función del sistema 
hematológico, que establecía conexiones entre 50 de las 132 proteínas. Las funciones 
moleculares y celulares principales detectadas fueron: función y desarrollo del sistema 
hematológico, respuesta inflamatoria, desarrollo tisular, y ensamblaje y organización celular 
(Figura 42). Las dos principales rutas canónicas relacionadas con las proteínas identificadas 




Figura 42 - Principales funciones detectadas por el software Ingenuity Pathways Analysis 




4.2.4 Análisis comparativo de los estudios proteómicos de GPVI y CLEC-2 
 
Debido a las mencionadas similitudes entre las cascadas de señalización de GPVI y CLEC-2, se 
decidió realizar un análisis comparativo de los resultados obtenidos hasta el momento en ambas 
vías mediante proteómica. La comparativa incluye el presente estudio para CLEC-2 y dos estudios 
previos para GPVI, uno realizado por nuestro grupo [155] y otro realizado por Schulz y 
colaboradores [194]. Los estudios de nuestro grupo se basaron en 2-DE/2D-DIGE e 
inmunoprecipitaciones anti-fosfotirosina seguidas de 1D-SDS-PAGE, y MS, mientras que el 
estudio de Schulz se basaba en 2D-DIGE y MS. En todos los casos, los estudios 2-DE/DIGE se 
realizaron sin inhibidores de mediadores secundarios. En total, se identificaron 132 proteínas 
reguladas diferencialmente tras activación plaquetaria a través de CLEC-2 mientras que se 
identificaron 102 proteínas aguas abajo de la activación de GPVI. El solapamiento entre los 
estudios de GPVI y CLEC-2 es de 45 proteínas (Figura 43A). 
 
En el análisis del proteoma fosforilado en tirosina, al comparar los datos de los estudios de GPVI 
y CLEC-2, se ve que 19 de las 26 proteínas de señalización reguladas diferencialmente aguas 
abajo de GPVI también están involucradas en la señalización a través de CLEC-2, lo que remarca 
las similitudes entre las dos cascadas de señalización (Figura 43B). La lista de proteínas 




Figura 43 - Análisis comparativo de las proteínas identificadas mediante proteómica en las 
vías de GPVI y CLEC-2. El panel (A) muestra el número total de proteínas identificadas y coincidentes entre 
los estudios de GPVI (García 2006, [155] y Schulz 2010, [194]) y CLEC-2 realizados hasta la fecha mediante 
proteómica. El panel (B) muestra solamente las proteínas identificadas y coincidentes de los estudios proteómicos 
realizados mediante inmunoprecipitaciones de proteínas fosforiladas en tirosina. 
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Tabla 20 - Comparativa de proteínas involucradas en activación plaquetaria a través de 
CLEC-2 y/o GPVI identificadas tras inmunoprecipitación de proteínas fosforiladas en 








14-3-3 protein epsilon 1433E_HUMAN SÍ SÍ 
14-3-3 protein eta 1433F_HUMAN SÍ NO 
14-3-3 protein gamma 1433G_HUMAN SÍ NO 
14-3-3 protein zeta/delta 1433Z_HUMAN SÍ SÍ 
E3 ubiquitin-protein ligase CBL CBL_HUMAN NO SÍ 
Docking protein 2 (Dok-2) DOK2_HUMAN SÍ SÍ 
FYN-binding proteína (ADAP, Slap-130) FYB_HUMAN SÍ SÍ 
GRB2-related adapter protein 2 (Gads) GRAP2_HUMAN SÍ SÍ 
Growth factor receptor-bound protein 2 
(Grb2) 
GRB2_HUMAN SÍ NO 
Lymphocyte cytosolic protein 2 (SLP-76) LCP2_HUMAN SÍ SÍ 
Src kinase-associated phosphoprotein 2 
(SKAP-HOM) 
SKAP2_HUMAN SÍ SÍ 
NCK-interacting protein with SH3 domain 
(SPIN90) 
SPN90_HUMAN NO SÍ 
Quinasa 
Tyrosine-protein kinase BTK BTK_HUMAN SÍ SÍ 
Tyrosine-protein kinase Fer FER_HUMAN SÍ NO 
Proto-oncogene tyrosine-protein kinase 
Fes/Fps 
FES_HUMAN SÍ SÍ 
Tyrosine-protein kinase Fyn FYN_HUMAN SÍ SÍ 
Tyrosine-protein kinase HCK HCK_HUMAN NO SÍ 
Tyrosine-protein kinase SYK KSYK_HUMAN SÍ SÍ 
Tyrosine-protein kinase Lyn LYN_HUMAN SÍ SÍ 
Mitogen-activated protein kinase 14 MK14_HUMAN SÍ SÍ 
Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src SRC_HUMAN SÍ SÍ 
Fosfatasa 
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 
12A 
MYPT1_HUMAN SÍ NO 
Serine/threonine-protein phosphatase 
PGAM5, mitochondrial 
PGAM5_HUMAN SÍ NO 
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor 
type 6 (SHP-1) 
PTN6_HUMAN SÍ NO 
Receptor-type tyrosine-protein 
phosphatase eta (CD148) 
PTPRJ_HUMAN SÍ NO 
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 5-
phosphatase 1 (SHIP-1) 
SHIP1_HUMAN SÍ SÍ 
Receptor 
C-type lectin domain family 1 member B 
(CLEC-2) 
CLC1B_HUMAN SÍ NO 
Platelet glycoprotein Ib alpha chain GP1BA_HUMAN SÍ NO 
Integrin alpha-IIb ITA2B_HUMAN SÍ NO 
Lymphocyte antigen 6 complex locus 
protein G6f (G6f) 
LY66F_HUMAN NO SÍ 
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Platelet endothelial cell adhesion molecule 
(PECAM-1) 
PECA1_HUMAN SÍ NO 
Otras 
Annexin A1 ANXA1_HUMAN SÍ NO 
Annexin A2 ANXA2_HUMAN SÍ SÍ 
Annexin A5 ANXA5_HUMAN NO SÍ 
Rho guanine nucleotide exchange factor 7 ARHG7_HUMAN NO SÍ 
DENN domain-containing protein 2C DEN2C_HUMAN SÍ NO 
1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 
phosphodiesterase gamma-2 (PLC2) 
PLCG2_HUMAN SÍ SÍ 
Proline-serine-threonine phosphatase-
interacting protein 2 
PPIP2_HUMAN SÍ SÍ 
Ras suppressor protein 1 RSU1_HUMAN NO SÍ 
Proto-oncogene vav VAV_HUMAN SÍ SÍ 
Guanine nucleotide exchange factor VAV3 VAV3_HUMAN SÍ NO 
1Nombres de las proteínas obtenidos de la base de datos Uniprot. 
 
 
Además, se realizó un análisis comparativo de los niveles de fosforilación en tirosina tras 
activación con rhodocytin y con el agonista específico de GPVI, el péptido relacionado con 
colágeno (collagen-related peptide, CRP). Este análisis se realizó en presencia y ausencia de 
inhibidores de mediadores secundarios. Las dosis y los tiempos de activación para cada agonista 
fueron los mismos que se habían usado en los estudios proteómicos, y que provocaban el máximo 
aumento de los niveles de fosforilación en tirosina en cada caso. Los resultados indican la 
existencia de similitudes entre ambas vías de señalización, aunque en el caso de CLEC-2 la 
activación completa de la señalización es muy dependiente de los mediadores secundarios, como 
es de esperar (Figura 44). De hecho, las estimulaciones con rhodocytin en presencia de apirasa e 
indometacina producían un menor aumento en fosforilación en tirosina comparado con las 
estimulaciones hechas sin inhibidores. Esto no ocurrió en el caso de las estimulaciones con CRP, 
dónde había un aumento claro de los niveles de fosforilación en tirosina tras activación 
plaquetaria independientemente de la presencia de inhibidores de mediadores secundarios 
(Figura 44). Estos resultados confirman que la señalización completa de CLEC-2 está regulada 
por los mediadores secundarios, como se había descrito anteriormente [46], lo que no ocurre en 














Figura 44 - Comparativa del proteoma fosforilado en tirosina de plaquetas basales y 
estimuladas con rhodocytin o CRP. Las estimulaciones se realizaron en presencia (+) y ausencia (-) de 
inhibidores de mediadores secundarios. IP: inmunoprecipitación; ID: inmunodetección; Fosfo-tir: proteínas 







5.1 Estudios clínicos SCASEST e IAMCEST 
5.1.1 Síndrome coronario agudo sin elevación del segmento ST 
(SCASEST) 
 
El primer estudio de proteómica clínica de plaquetas, realizado sobre muestras de pacientes con 
un SCASEST, demostró que las plaquetas de dichos pacientes expresan un perfil proteómico 
característico durante la fase aguda del evento en comparación con las plaquetas de controles 
con cardiopatía isquémica crónica estable. La importante presencia e interconexión de proteínas 
de señalización, secretadas y de citoesqueleto entre las variaciones identificadas concuerda con 
la idea existente de una mayor activación plaquetaria durante el evento agudo en los pacientes 
que presentan un SCASEST. Los resultados obtenidos mediante la aproximación proteómica 
pudieron ser confirmados no sólo mediante la comparativa con los controles CROSCASEST, sino 
también volviendo a realizar una evaluación prospectiva de los pacientes con un seguimiento de 
hasta seis meses. 
 
Es bien conocido que las plaquetas sanguíneas están implicadas en el inicio, desarrollo y 
extensión del daño miocárdico durante un evento agudo [195]. Es más, no hay duda de que las 
plaquetas juegan un papel fundamental en la formación del trombo que sigue a la ruptura de la 
placa de ateroma y que acaba produciendo un SCA. De hecho, en los últimos años se han 
asociado algunos marcadores de activación plaquetaria con los SCA. Es el caso de la proteína de 
membrana P-selectina o el ligando de CD40 (CD40L o CD154) [196]. Así por ejemplo, un 
estudio reciente ha revelado que los pacientes con infarto agudo de miocardio (IAM) y angina 
inestable (AI) tienen niveles más altos de CD154 y P-selectina al compararlos con aquellos que 
tienen angina estable (AE) o donantes sanos [197]. De cualquier manera, la aproximación más 
adecuada para identificar biomarcadores plaquetarios puede radicar en la habilidad para 
caracterizarlos en un estado de interacción con otras células (p.ej. agregados plaqueta-
leucocito),en los procesos de generación de vesículas (p.ej. micropartículas o exosomas), o 
mediante el análisis de la expresión de proteína/ARNm (mediante proteómica o transcriptómica) 
[196]. En este contexto, el presente estudio ha tratado de ser pionero en la aplicación de la 
proteómica de plaquetas a los SCA con el objetivo de mejorar nuestro conocimiento sobre los 
cambios proteicos que ocurren en las plaquetas en paralelo con el comienzo del evento agudo. 
Un primer estudio se ha centrado en los SCASEST, que son síndromes generalmente asociados 
con trombos blancos, ricos en plaquetas y que sólo ocluyen parcialmente el flujo de sangre al 




El estudio se centró en el rango de pI 4-7 porque se ha comprobado que el 85% del proteoma 
plaquetario, cuando éste se separa mediante 2-DE, se encuentra dentro de dicho rango [152]. El 
empleo de geles de gran tamaño y una tinción fluorescente muy sensible permitió la detección de 
más de 2200 manchas proteicas por gel. El análisis de imagen realizado detectó un total de 40 
manchas reguladas diferencialmente entre las plaquetas de pacientes SCASEST y controles 
CROSCASEST. El hecho de que dichas manchas se correspondan con 22 proteínas únicas sugiere 
eventos de modificación postraduccional, muy habituales en plaquetas tras su activación, como 
fosforilaciones o proteólisis natural. Un buen ejemplo para ilustrar esta situación es la proteína 
talina-1 que se identificó en 10 manchas proteicas diferentes. El servidor NetPhos 2.0 (Technical 
University of Denmark, Lyngby, Denmark) predice 111 sitios de fosforilación teóricos para la 
talina [199]. La fosforilación de algunos de esos sitios y la eliminación de grupos fosfato de 
otros, tras la activación plaquetaria, podría explicar la cantidad de manchas de talina-1 
encontrados en el estudio y que presentaban medidas de masa molecular similares pero 
diferentes en pI. La fosforilación es un mecanismo de regulación celular clave [200] y afecta al pI 
de las proteínas intactas al sustituir los grupos hidroxilo neutros de los residuos de tirosina, 
serina o treonina por grupos fosfato cargados negativamente [201]. En cuanto a la discrepancia 
entre la masa molecular de talina-1 (269,718 Da) y su situación en el gel, la causa es la acción de 
fenómenos de proteolisis natural llevados a cabo por la proteína calpaína sobre talina, que son 
conocidos desde hace tiempo [202]. 
 
Papel e implicación de las proteínas de señalización 
 
Es importante destacar que la mayoría de las proteínas identificadas en el estudio SCASEST están 
interconectadas en una red que engloba principalmente a proteínas de citoesqueleto y de 
señalización. La activación de las plaquetas está asociada con interacciones específicas ligando-
receptor que producen señalización “fuera-dentro” (outside-in), reorganización citoesquelética y 
secreción de gránulos. Este proceso acaba produciendo la adhesión y agregación plaquetaria, y la 
formación del trombo. Dos de los principales receptores plaquetarios son la glicoproteína GPVI y 
la integrina αIIbβ3. GPVI es el principal receptor de colágeno mientras que αIIbβ3 interacciona 
con fibrinógeno y es la principal responsable de la agregación plaquetaria. Curiosamente, se sabe 
que un número importante de las proteínas identificadas como reguladas diferencialmente en 
este estudio se fosforilan tras activación plaquetaria a través de GPVI y αIIbβ3 [155,184]. Ambos 
receptores comparten algunas similitudes en la iniciación de sus cascadas de señalización, donde 
las SFKs juegan un papel primordial. Por ejemplo, la señalización “fuera-dentro” (outside-in) 
mediante αIIbβ3 está regulada positivamente por la talina, que se une físicamente a la cadena β3 
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a través de un dominio de enlace a tirosina fosforilada (phosphotyrosine binding domain, PTB) 
[188], y la quinasa Src [184]. En este estudio se pudieron identificar tanto Src como talina como 
alteradas en plaquetas de pacientes SCASEST. 
 
Otra de las proteínas reguladas diferencialmente en plaquetas de pacientes SCASEST es ILK. Se 
sabe que en las plaquetas, ILK contribuye a la activación “dentro-fuera" (inside-out) a través de 
integrinas [203], y que participa en un complejo ternario – conjuntamente con PINCH 
(particularly interesting new Cys-His protein) y parvina – que juega un papel fundamental en la 
señalización a través de integrinas [204]. ILK no se encarga únicamente de controlar la afinidad 
de la integrina sino que también interviene en la secreción de los α-gránulos, y puede que por 
ello juegue un papel importante en la regulación de la función plaquetaria [187]. En el presente 
estudio se han identificado por primera vez unos fragmentos proteolíticos N-terminales de ILK 
que contienen el dominio de unión a PINCH, lo que abre nuevas vías para estudios funcionales 
relacionados con la activación plaquetaria a través de receptores como la integrina αIIbβ3, en los 
que ILK juega un papel importante. 
 
Proteínas secretadas: el caso de SPARC 
 
Un evento importante asociado con la activación plaquetaria es la secreción de proteínas. Varias 
de las proteínas reguladas diferencialmente identificadas en este estudio son proteínas secretadas 
o involucradas en rutas de secreción. Además, la activación plaquetaria está asociada con un 
aumento en la secreción de unas pequeñas vesículas citoplasmáticas llamadas micropartículas. 
De hecho, los pacientes con SCA presentan un mayor número de micropartículas circulantes 
[205]. Además, se ha demostrado que las micropartículas procedentes de plaquetas inducen 
angiogénesis y mejoran la revascularización tras isquemia crónica in vivo [206]. El 91% de las 
proteínas identificadas en el estudio SCASEST se han identificado previamente en 
micropartículas [207,208], y el 50% de ellas en el secretoma plaquetario [207]. Algunas de estas 
proteínas pueden estar siendo secretadas por las plaquetas activadas bien por secreción directa o 
como parte de las micropartículas. La limitada capacidad que tienen las plaquetas para sintetizar 
proteínas [183] podría explicar por qué algunas de esas proteínas (p.ej. SPARC) están presentes 
en menor cantidad en las plaquetas de los pacientes SCASEST. 
 
Tal y como se mencionó anteriormente, una de las proteínas identificadas en el estudio SCASEST 
fue SPARC, que se secreta principalmente a partir de α-gránulos tras activación plaquetaria 
[156] y que también está presente en las micropartículas derivadas de plaquetas [207]. SPARC 
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es una glicoproteína matricelular inducida transitoriamente en el infarto, que regula 
interacciones celulares y promueve el ensamblaje de la matriz extracelular. Además, también 
está implicada en la cura de heridas al facilitar la angiogénesis [209]. Estudios recientes han 
demostrado que la producción local de SPARC es esencial para el mantenimiento de la integridad 
de la matriz extracelular cardíaca tras un IAM, lo que subraya la potencial aplicación terapéutica 
de esta proteína para prevenir la dilatación cardíaca y la disfunción tras un IAM [210]. 
Curiosamente, SPARC regula la organización de la matriz extracelular modulando la actividad de 
ILK [211]. Por otro lado, en las células vasculares endoteliales, la presencia de SPARC exógeno 
facilita la permeabilidad endotelial provocando el fenómeno de disfunción endotelial, 
considerado uno de las primeras manifestaciones de la enfermedad vascular y la arteriosclerosis 
[212]. De hecho, se ha identificado SPARC en regiones ateroscleróticas, y los niveles de SPARC 
en plasma están elevados en pacientes obesos y con enfermedad coronaria [213]. La posibilidad 
de que SPARC pueda estar expresada de manera ectópica en dichos pacientes, así como en 
plaquetas activadas, no puede ser descartada [213]. Los datos del estudio SCASEST están en 
consonancia con los datos anteriores y sugieren que existe una mayor secreción de SPARC en las 
plaquetas de pacientes con un SCASEST. Este resultado debe ser explorado en mayor detalle y 
por ello en el futuro se realizará un estudio sobre las cantidades de SPARC en el plasma de 




5.1.2 Infarto agudo de miocardio con elevación del segmento ST 
(IAMCEST) 
 
Este estudio constituye el primer esfuerzo realizado, utilizando técnicas proteómicas, para el 
análisis de plaquetas de pacientes con un IAMCEST, y complementa el estudio SCASEST 
mencionado anteriormente [174]. Los dos análisis, tanto el SCASEST como el IAMCEST, se 
realizaron de manera independiente porque las características clínicas de los pacientes agudos 
eran diferentes, de manera que los controles crónicos también debían de ser diferentes. Los 
resultados obtenidos proporcionan nueva información sobre los eventos moleculares 
relacionados con la activación plaquetaria indeseada que tiene lugar en los eventos IAMCEST, 
identificando las principales vías involucradas, y confirmando una mayor activación de la vía de 
señalización de GPVI en las plaquetas de pacientes IAMCEST. 
 
El diseño experimental del estudio IAMCEST está en consonancia con estudios proteómicos y 
transcriptómicos sobre SCA realizados recientemente incluyendo el estudio previo SCASEST 
[174,214,215]. Como en dicho estudio, se seleccionó un grupo de control con pacientes con 
cardiopatía isquémica crónica estable (CROIAMCEST) para centrar el estudio en las diferencias 
relacionadas con los eventos aterotrombóticos, evitando la influencia de los fármacos 
antiplaquetarios. Además, en este caso se incluyó un grupo control integrado por donantes sanos 
durante la etapa de validación de resultados (SANOS), tal y como se hizo en los estudios 
transcriptómicos mencionados anteriormente [214,215]. Es importante mencionar que no se 
observaron diferencias significativas entre los grupos CROIAMCEST y SANOS en los estudios de 
validación.  
 
En cuanto a las características clínicas de los pacientes, existen ciertas diferencias lógicas en los 
tratamientos de los dos grupos de estudio, dónde el grupo CROIAMCEST presentaban más 
tratamientos pre-admisión de inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina y estatinas, 
al igual que ocurría en el estudio SCASEST, debidas a que este grupo ya presentaba un 
diagnóstico establecido de enfermedad coronaria, comparado con los pacientes de eventos 
agudos, en los que este diagnóstico se producía en la mayoría de los casos por primera vez.  
 
En el análisis proteómico, se encontraron 56 manchas proteicas reguladas diferencialmente entre 
los pacientes IAMCEST y los controles CROIAMCEST. Estas diferencias se correspondían con 
42 proteínas únicas lo cual sugiere, de igual manera que en el estudio SCASEST, la existencia de 
fenómenos de modificación postraduccional como fosforilaciones o proteólisis natural. Este 
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último factor también explicaría el por qué algunas de las proteínas tenían una masa molecular 
experimental menor que el teórico. El número de diferencias fue mayor que en el estudio 
SCASEST – 40 manchas proteicas correspondientes a 22 genes únicos – lo que no es 
sorprendente puesto que el evento agudo es más severo en el caso de los pacientes IAMCEST, y 
además las muestras fueron recogidas en menos tiempo desde el inicio del evento. Esto también 
explicaría por qué no hay un mayor solapamiento entre ambos estudios. Sin embargo, también 
existen similitudes entre ellos, y así, los principales grupos funcionales de proteínas reguladas 
diferencialmente siguieron siendo el citoesqueleto y la señalización, con un importante número 
de proteínas reguladas diferencialmente involucradas en la señalización a través de integrinas y 
GPVI. Además, el software Ingenuity Pathways Analysis detectó que la mayoría de proteínas 
tanto en SCASEST como en IAMCEST están involucradas en una red relacionada con morfología 
celular. 
 
Rutas de señalización como posibles dianas terapéuticas para el 
tratamiento antiplaquetario 
 
En los últimos años se han realizado estudios que han identificado un grupo numeroso de 
potenciales dianas para terapia antiplaquetaria integrado por diferentes mecanismos de 
señalización y receptores plaquetarios [13,216]. Por ejemplo, se ha demostrado que ciertas 
interacciones que suceden en la superficie celular, entre ligandos y receptores, tienen lugar 
cuando existe contacto entre varias plaquetas; es el caso de la unión del ligando semaforina 4D a 
sus receptores, CD72 y plexina B1. Estos receptores tienen un papel relevante en las 
interacciones plaqueta-plaqueta así como en la retracción del trombo lo que les confiere un gran 
atractivo como dianas terapéuticas [217]. La proteómica ha contribuido a desentrañar las 
principales vías de señalización plaquetarias, dando lugar a la identificación de nuevos 
receptores plaquetarios y proteínas de señalización, algunas de las cuales son potenciales dianas 
antitrombóticas. El grupo de Ángel García, primero en Oxford y ahora en Santiago, ha sido de los 
pioneros en este campo [154,155,184,218]. De este modo, la complejidad de las vías de 
señalización plaquetarias está siendo desvelada. Sin embargo, la redundancia en las cascadas de 
señalización hace difícil identificar claras dianas terapéuticas, aunque existen algunas 
excepciones. Por ejemplo, la unión de la proteína de citoesqueleto talina-1 al dominio 
citoplasmático β3 es necesario para la activación de la integrina αIIbβ3 [219]. Además, en un 
modelo animal se ha visto que si se cambia un solo aminoácido en el dominio citoplasmático de 
la cadena β3, se impide el enlace de la talina-1 y se reduce la trombosis arterial lo que demuestra 
que el bloqueo de esta interacción podría ser una nueva estrategia antitrombótica [220]. Resulta 
destacable que la mayoría de las proteínas identificadas en el estudio IAMCEST estén 
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relacionadas entre sí en una red que principalmente engloba a proteínas de señalización y 
citoesqueleto. De hecho, la señalización a través de integrinas y de GPVI están entre las rutas 
destacadas en el estudio. Las SFKs juegan un papel muy relevante en estas cascadas de 
señalización, especialmente en el caso de los receptores de colágeno GPVI y del receptor de 
fibrinógeno αIIbβ3. Curiosamente, en este estudio se detectó que la forma activa de Src está en 
mayor cantidad en pacientes con un IAMCEST, lo que sugiere un papel fundamental de dichas 
rutas – donde las SFKs son esenciales – durante el evento agudo. 
 
La integrina αIIbβ3, principal responsable de la agregración plaquetaria, es una diana bien 
conocida de terapia antiplaquetaria [221]. En este estudio la principal novedad es que se 
destacan otras tres vías de señalización relacionadas con la activación plaquetaria en SCA: la 
señalización ligada al citoesqueleto de actina, la señalización relacionada con ILK y la 
señalización a través de GPVI. Ésta última es una diana interesante. Recientemente se ha 
demostrado que GPVI se enlaza a estructuras de colágeno presentes en el núcleo de la placa de 
ateroma humana y es crítico para la progresión aterosclerótica in vivo [222]. De hecho, se ha 
visto que la inhibición de GPVI, utilizando anticuerpos anti-GPVI-Fc y anti-GPVI, protege contra 
la aterosclerosis en modelos de ratón y conejo [223]. Sin embargo, de momento no existen 
fármacos usados en la práctica clínica que bloqueen la unión de las plaquetas a colágeno y el 
vWF evitando así su adhesión a la pared del vaso sanguíneo. Los resultados obtenidos en el 
estudio IAMCEST refuerzan la idea de que la señalización a través de GPVI, conjuntamente con 
la señalización a través de integrinas e ILK, puede constituir una buena diana para el tratamiento 
antiplaquetario en SCA. Así, además de los resultados obtenidos para la quinasa Src, se 
comprobó que la proteína adaptadora CrkL estaba en mayor cantidad en las plaquetas de 
pacientes con un IAMCEST. Esta proteína forma parte de la vía de señalización de GPVI [189], 
posee dos dominios de unión a proteína, SH2 y SH3, y media en el ensamblaje de complejos 
proteicos en la señalización [224]. Concretamente, es un adaptador para la proteína Syk, una 
tirosina quinasa crítica para la activación plaquetaria inducida por colágeno a través de GPVI 
[225]. Esta asociación, demostrada in vivo e in vitro, podría explicar la translocación de Syk al 
citoesqueleto durante la agregación plaquetaria [225]. De igual manera que la forma activa de 
Src, el aumento de CrkL en pacientes con un IAMCEST podría indicar una mayor activación de 
las vías donde se sabe que esta proteína juega un papel, como es el caso de la vía de GPVI. Este 
resultado se pudo confirmar en un experimento específico de señalización a través de GPVI 
realizado en un grupo independiente de muestras. Tal y como se muestra en la Figura 34, existe 
una sobre-activación de la vía de GPVI en los pacientes IAMCEST. Estos resultados confirman los 
datos obtenidos inicialmente y son consistentes con estudios recientes que demuestran que la 
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expresión de GPVI está aumentada en la membrana plaquetaria de pacientes con un SCA 
[226,227]. 
 
5.1.3 Limitaciones de los estudios clínicos SCASEST e IAMCEST 
 
Los estudios clínicos SCASEST e IAMCEST presentan ciertas limitaciones que deben tenerse en 
cuenta. Idealmente, las muestras de los pacientes agudos que se recogieron para los estudios no 
deberían estar influenciadas por ningún tipo de tratamiento antiplaquetario que pudiese 
interferir con los resultados. Si hubiese sido así, el grupo de control ideal lo habrían integrado 
donantes sanos con características de edad y género similares a las de los pacientes agudos. Sin 
embargo, esto no fue posible debido a que a los pacientes se les suministran fármacos 
antiplaquetarios tan pronto ingresan en el hospital e incluso a veces en la propia ambulancia. 
Para compensar este factor, se eligió un grupo de control compuesto por pacientes con 
cardiopatía isquémica crónica estable elegidos de la mejor manera para que no presentasen 
diferencias significativas respecto al grupo agudo en edad, género y tratamientos farmacológicos, 
especialmente antiplaquetarios. 
 
Por otro lado, otra de las limitaciones de los estudios fue la pequeña cantidad de sangre 
disponible por paciente, la cual no permitió la realización de duplicados de los geles 2D o geles 
que cubriesen otro rango de pI. Esta limitación ha podido provocar cierta pérdida de 
información. Además, hay que tener en cuenta también las limitaciones inherentes a la 2-DE, 
como la potencial pérdida de proteínas muy hidrofóbicas. Así mismo, la limitación de muestra 
impidió la realización de estudios funcionales de las proteínas identificadas que podrían aportar 






5.2 Estudio básico de la vía de señalización de CLEC-2 
 
En el estudio del receptor CLEC-2 se investigó el proteoma de plaquetas activadas con rhodocytin 
para entender con mayor profundidad los eventos intracelulares de señalización que tienen lugar 
tras su activación. Este estudio pone de manifiesto que la combinación de diferentes métodos 
proteómicos complementarios es una estrategia eficiente para lograr dicho objetivo. 
Anteriormente, nuestro grupo de investigación había aplicado una estrategia similar para 
analizar el proteoma de la cascada de señalización de GPVI que presenta similitudes con la de 
CLEC-2 [155]. De hecho, tal y como se indica en la sección de Resultados, la información 
proteómica obtenida en ambos estudios presenta un solapamiento considerable. Además, este 
análisis confirma que la activación completa de CLEC-2 es muy dependiente de los mediadores 
secundarios, como ya se había descrito previamente [46]. Este hecho podría explicar por qué el 
análisis proteómico realizado en el estudio de CLEC-2 produjo más identificaciones de proteínas 
alteradas que en el estudio de GPVI, aunque también es conveniente tener en cuenta que esta 
vez, para realizar la aproximación proteómica basada en geles, se ha utilizado un sistema de 
mayor resolución.  
 
El análisis del proteoma fosforilado en tirosina de plaquetas activadas con rhodocytin se realizó 
mediante un enriquecimiento de las muestras en proteínas fosforiladas en tirosina efectuando 
inmunoprecipitaciones con un anticuerpo específico. La lista de proteínas identificadas incluye a 
la mayoría de los protagonistas más destacados de la cascada de señalización de 
CLEC-2: CLEC-2, SFK, Syk, PLCγ2, GADS, SLP76, Btk, CD148, etc. [228,229]. La excepción 
principal fue la proteína adaptadora LAT, que probablemente debido a su bajo nivel de expresión 
o a su pI muy ácido (4,17) no se identificó en este ni en anteriores estudios proteómicos de 
señalización en plaquetas, como el análisis del proteoma de la vía de GPVI [155]. Curiosamente, 
el estudio identificó varias proteínas que no se habían descrito previamente como participantes 
de la vía de señalización de CLEC-2. Además, los estudios de validación realizados en una 
selección de las proteínas de señalización en presencia y ausencia de inhibidores de los 
mediadores secundarios (ADP y TxA2) confirmaron que la fosforilación en tirosina de la mayoría 
de las proteínas depende de dichos mediadores, como era de esperar. Sin embargo, los 
resultados son variables dependiendo de la proteína analizada e incluso en algunos casos, como 
en el caso de Dok-2, el aumento de la fosforilación en tirosina tras la activación de CLEC-2 se 
mantiene en presencia de los inhibidores de mediadores secundarios. Estos resultados muestran 
la complejidad de la vía de señalización de CLEC-2, con proteínas jugando diversos papeles en su 
regulación, más o menos dependientes de la acción de mediadores secundarios. 
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Tal cual se indicó en la introducción, la técnica 2D-DIGE es una modificación de la 2-DE 
tradicional a la que aventaja en términos de reproducibilidad y cuantificación. Recientemente se 
ha utilizado para estudiar la vía de señalización del receptor GPVI [194] y por ello se decidió 
usar esta tecnología para analizar el proteoma de plaquetas activadas con rhodocytin para así 
obtener información complementaria a la adquirida mediante la aproximación sobre el proteoma 
fosforilado en tirosina de dichas plaquetas. Una cuestión que merece ser resaltada es que se 
desarrolló un tampón propio de muestra 2D-DIGE, que mejoraba la resolución y, además, el 
número de manchas visibles en los geles, comparado con el tampón estándar recomendado por 
el fabricante. El bajo número de proteínas identificadas con la aproximación 2D-DIGE 
comparado con la aproximación de inmunoprecipitación de proteínas fosforiladas en tirosina 
(58 frente a 83), y el bajo grado de solapamiento entre las dos aproximaciones (sólo nueve 
proteínas en común), puede atribuirse a una serie de factores relacionados con la aproximación 
2D-DIGE: la incapacidad de resolver algunas proteínas mediante la técnica 2D-DIGE debido a 
problemas de solubilidad durante el IEF, los posibles cambios en la intensidad de las manchas 
proteicas por debajo del límite de 1,5; el bajo nivel de la expresión de proteínas fosforiladas en 
tirosina, como es el caso de muchas proteínas de señalización, y su colocalización con otras, 
presentes en mayor cantidad en los geles 2D. Además, hay que tener en cuenta que el análisis 
2D-DIGE solo cubrió el rango de pI 4-7. En conjunto, las dos aproximaciones proteómicas son 
complementarias aunque parece claro que se mejora usando el sistema de inmunoprecipitación 
de proteínas fosforiladas en tirosina debido al enriquecimiento de la muestra en ese 
subproteoma. 
 
Una cuestión a tener en cuenta es que algunas de las diferencias observadas en el análisis 
proteómico pueden deberse al efecto de los mediadores secundarios en sus vías de señalización, 
y no sólo en la señalización a través de CLEC-2. Sin embargo, debido a que las rutas de ADP y el 
TxA2 dependen mayoritariamente de serina/treonina quinasas, esta posible interferencia debería 
ser menos relevante en el caso del análisis realizado mediante inmunoprecipitación anti-
fosfotirosina, y sí debe ser tenido en consideración en el caso del análisis 2D-DIGE. Los estudios 
de señalización plaquetaria basados en 2-DE realizados con anterioridad han sufrido esta misma 
limitación [155,194], lo que en el caso de CLEC-2 es inevitable debido el papel crucial que los 
mediadores secundarios juegan en esta ruta. De todas maneras, la realización de estudios de 
validación detallados y la información obtenida en bases de datos sobre las proteínas 




Como se ha mencionado previamente, una de las aportaciones más importantes de este estudio 
es la detección de la mayoría de las proteínas conocidas que juegan un papel relevante en la vía 
de señalización de CLEC-2 hasta la fecha. Este resultado no sólo valida la calidad de la 
aproximación experimental, sino que también resalta la posible importancia de las otras 
proteínas identificadas, especialmente aquellas de señalización. Dentro de este grupo de 
proteínas, se validaron los resultados para varias de ellas y se decidió poner especial enfasis en 
las proteínas adaptadoras, las cuales están involucradas en interacciones necesarias para una 
correcta señalización intracelular. Las proteínas adaptadoras pueden ayudar a reclutar otras 
proteínas de señalización a la vía que pueden ser relevantes para su regulación positiva o 
negativa. Por ejemplo, la señalización a través de CLEC-2 es parcialmente dependiente de SLP-
76, lo que sugiere que otras proteínas adaptadoras pueden ser reclutadas a la cascada de 
señalización y funcionar como alternativas a SLP-76 [27]. De hecho, esta es una de las 
principales diferencias conocidas hasta ahora entre la señalización a través de CLEC-2 y GPVI, 
dado que en esta última la dependencia de SLP-76 es total [27]. Además, se ha demostrado que 
la proteína adaptadora Gads, que en plaquetas se asocia constitutivamente con SLP-76 y LAT 
fosforilado en tirosina, juega un papel limitado en la señalización a través de CLEC-2, sugiriendo 
que existe una ruta de activación plaquetaria independiente de Gads aguas abajo de LAT 
[27,43]. En el análisis aquí mostrado, se identificó a la proteína adaptadora ADAP, también 
conocida como SLAP-130, como fosforilada en tirosina en respuesta a la activación plaquetaria a 
través de CLEC-2. ADAP es un sustrato de Src y se ha propuesto recientemente como un 
componente esencial en la transducción de señales mediada por la integrina αIIbβ3 que 
promueve el ensamblaje de F-actina y permite el esparcimiento de las plaquetas y la 
estabilización del trombo bajo condiciones de tensión de cizallamiento (shear stress) [230].  
 
Otra proteína adaptadora identificada en el análisis es Dok-2, cuya presencia en plaquetas se 
detectó hace unos años [154]. Esta proteína contiene dominios de homología de pleckstrina y de 
enlace a tirosinas fosforiladas (SH2), y participa en varias vías de señalización plaquetaria. De 
hecho, está involucrada en la vía de señalización de GPVI [155]. Este hecho podría explicar su 
participación en la señalización a través de CLEC-2 dadas las similitudes que existen entre ambas 
vías. Se ha demostrado que tras la estimulación del receptor para antígenos de células T (T cell 
receptor for antigen, TCR), Dok-2 interacciona con la fosfatasa SHIP-1 formando un complejo de 
señalización negativo [193]. Además, SHIP-1 favorece el reclutamiento de Dok-2 a LAT. Es más, 
se ha demostrado que Dok-2 es un elemento crítico en el ciclo de retroalimentación negativa 
dependiente de LAT que atenúa la señal temprana de TCR [193]. Los datos presentados en esta 
tesis demuestran que Dok-2 se fosforila aguas abajo de CLEC-2 en plaquetas humanas lo que 
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provoca un aumento de su interacción con SHIP-1. La hipótesis que sugieren estos resultados es 
que Dok-2 puede estar participando en un complejo de señalización, conjuntamente con SHIP-1, 






6.1 Estudios clínicos SCASEST e IAMCEST 
 
1. Los estudios SCASEST e IAMCEST aportan información novedosa sobre cambios en las 
proteínas plaquetarias asociadas con los eventos agudos y demuestran que la proteómica 
puede ser empleada para caracterizar los cambios en el perfil proteico de las plaquetas 
durante el seguimiento de pacientes con SCA. 
 
2. El análisis comparativo de plaquetas de pacientes agudos y controles crónicos permitió 
detectar 40 diferencias significativas (correspondientes con 22 proteínas únicas) en el 
estudio SCASEST y 56 (correspondientes con 42 proteínas únicas) en el estudio IAMCEST. 
El número de diferencias significativas disminuyó con el tiempo en ambos estudios lo que 
indica que son específicas del evento agudo. 
 
3. Las diferencias detectadas en las proteínas de señalización ILK y Src son debidas a 
modificaciones postraduccionales producidas durante el evento agudo en las plaquetas de 
pacientes con un SCASEST. Además, los niveles intracelulares de la glicoproteína SPARC 
están disminuidos en las plaquetas de los pacientes SCASEST respecto a controles estables, 
lo que concuerda con una secreción asociada a la activación plaquetaria durante un 
SCASEST.  
 
4. La proteína adaptadora CrkL y la forma activa de la quinasa Src (fosforilada en la tirosina 
418) se encuentran en mayor cantidad en las plaquetas de pacientes con un IAMCEST que 
en controles crónicos y sanos. 
5. La vía de señalización del receptor GPVI se encuentra más activada en pacientes agudos que 
en controles crónicos y sanos. 
 
6. Las proteínas identificadas como reguladas diferencialmente en los estudios SCASEST e 
IAMCEST pertenecen a varias vías de señalización, como la señalización asociada al 
citoesqueleto de actina, la señalización a través de integrinas, la señalización relacionada 
con ILK o la señalización a través de GPVI. Estas vías están implicadas en la activación 




6.2 Estudio básico de la vía del receptor plaquetario CLEC-2 
 
1. El análisis proteómico global de la vía del receptor CLEC-2 permitió detectar alteraciones en 
132 proteínas diferentes tras activación de las plaquetas con rhodocytin. Todas las proteínas 
conocidas que jugaban un papel relevante en la vía de CLEC-2 fueron detectadas excepto la 
proteína adaptadora LAT. Además, se identificaron varias proteínas cuyo papel en la vía de 
CLEC-2 era desconocido hasta ahora como son Dok-2, Fer, SHIP-1 y ADAP. 
 
2. La fosforilación de las proteínas identificadas depende en gran medida del efecto de los 
mediadores secundarios aunque esto no es así en todos los casos. Por ejemplo, se comprobó 
que la fosforilación en tirosina de Dok-2 se mantiene en presencia de inhibidores mientras 
que la de ADAP se veía disminuida. 
 
3. La asociación entre las proteínas Dok-2 y SHIP-1 aumenta tras la activación de CLEC-2 con 
rhodocytin. Esta interacción podría implicar que dichas proteínas formen parte de un 
complejo de regulación que module la vía de señalización de CLEC-2 regulándola 
negativamente. 
 
4. Los datos de este estudio aportan información relevante en la regulación de la señalización a 
través de CLEC-2 y contribuyen a un mejor entendimiento de esta vía de señalización y los 
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